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spektroskopischen  Untersuchungen  an  Ligand‐RNA  Komplexen.  Insbesondere  möchte  ich 
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angreifen  können.  Das  Ziel  dieser  Arbeit  war  die  Synthese  von  RNA  Liganden  für  die 








Liganden  kommt  es  zur  Konformationsänderung  des  Peptides,  die  zur  Löschung  der 
Lichtemmission führt. Dabei zeigen die Tripeptide H2N‐(D)Arg‐Lactam‐(D)Arg‐CONH2 (154) 




in  HeLa  P4‐Zellassays.  Durch  NMR‐Untersuchungen  und  molekulardynamische 




übertreffen  im  protonierten  Zustand  den  dikationischen  Liganden  Argininamid.  In 
Übereinstimmung mit dem Bindungsmodell verhalten sich protonierte Aminopyrazole wie  „Super‐Guanidine“  hinsichtlich  der  TAR‐RNA.  Das  Einfügen  des  Triaminopyrazols  in  ein 
Phenazin‐Grundgerüst führt zu Verbindungen, die im protonierten und reduzierten Zustand 
zusätzliche Wasserstoffbrückenbindungen eingehen können und nicht planar, aber lipophil 




















fluoresceine  and  a  quencher.  Upon  displacement  from  TAR  by  a  competing  ligand  this 
peptide  undergoes  a  conformational  change  leading  to  pronounced  quenching  of  light 





and  molecular  dynamics  calculations  exhibit  a  conformational  change  of  TAR‐RNA  upon 
interaction with guanidinium groups. One further goal of this work was the synthesis of 
diaminopyrazoles  and  indazols  to  verify  the  binding  concept,  which  is  based  on 
conformational studies of TAR‐RNA. Protonated diaminopyrazoles with small residues and 
protonated  triaminopyrazole  surpass  the  dicationic  ligand  arginine  amide.  In  accordance 
with  the  binding  model,  protonated  aminopyrazoles  behave  as  “super‐guanidines“  with 
respect to TAR‐RNA. The reduced and protonated form of a triaminopyrazole embedded into 
the  phenazine‐like  framework  is  not  planar  but  lipophilic  and  should  be  able  to  form 
additional hydrogen bonds. The exchange of the nitrogen into oxygen in the ring system of  
  phenazine  should  stabilize  the  reduced  form.  Unfortunably  the  reduced  phenazine 
derivative easily decomposes. Therefore no further investigations will take place.  
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Protein  angesehen.  Nach  der  Erkenntnis,  dass  die  RNA  außer  der  Übertragung  von 
Informationen auch katalytische Eigenschaften und regulatorische Funktion besitzt, wurde in 
Viren das Enzym Reverse Transkriptase entdeckt. Sie schreibt die RNA in DNA um, überträgt 
















Millionen  sich  neu  infiziert  haben.  Allein  2.1  Millionen  Menschen  starben  2007  an  der 
Krankheit.
[4]  2     1.  EINLEITUNG 
 





mehrere  Medikamente  in  unterschiedlichen  Replikationsprozessen  des  Virus  eingreifen. 
Inhibitoren der Reverse Transkriptase, Protease und Integrase, sowie Entry‐Inhibitoren, wie 
Fusionsinhibitoren  und  CCR5‐Rezeptorantagonisten  werden  gleichzeitig  eingesetzt.  Es 




gezeigt  werden,  dass  bestimmte  Abschnitte  auf  der  RNA  für  die  Transkription  und 
Translation essenziell sind. Da die RNA im Gegensatz zur DNA keine Reparaturmechanismen 






im  LTR  (Long  Terminal  Repeat)  geht  eine  RNA‐Protein‐Wechselwirkung  mit  dem  Tat 
(Transactivator of transcription)‐Protein ein.
[6] Durch diese Wechselwirkung kommt es zum 
Prozess  der  Transaktivierung,  die  die  erfolgreiche  Replikation  des  Virus  erhöht.  Ziel  der 
vorliegenden Arbeit war es, aufbauend auf strukturbasiertem Design, Liganden mit hoher 
Affinität  zur  TAR‐RNA  zu  entwickeln,  die  die  Tat‐TAR‐Wechselwirkung  inhibieren  sollten. 
Interaktionen  von  kleinen  Molekülen  mit  der  RNA  sollten  eine  Beeinflussung  der 1. EINLEITUNG   3  




sollten  Wasserstoffbrückenbindungen  eingehen  können  und  basische  Eigenschaften 
besitzen, da die resultierende positive Ladung im physiologischen Milieu anziehend auf das 





[13]  wurden  heteroaromatische  Seitenketten  (Abbildung  3  und  Abbildung  4)  über 


















R = CH3 = T




























TAR‐RNA  Assays  und  verschiedenen  Zellassays  auf  ihre  antiviralen,  antibakteriellen  und 
cytotoxischen Eigenschaft untersucht. Vorhandene Stöchiometrien wurden massenspektro‐
metrisch und durch NMR aufgeklärt.  
 4     2.  DAS HUMANE IMMUNSCHWÄCHEVIRUS HIV 
2.  DAS HUMANE IMMUNSCHWÄCHEVIRUS HIV 
 
























der  Wirtszelle  gibt  das  Retrovirus  seine  RNA  in  das  Cytoplasma.
[17]  Wie  alle  Retroviren 
enthält das HI‐Virus zwei identische RNA‐Moleküle als Genträger, die am 5`‐Ende eine 7‐
Methylguanin‐Kappe  und  am  3`‐Ende  einen  poly(A)‐Schwanz  tragen.  Die  RNA‐Moleküle 
beinhalten drei verschiedene Gen‐Bereiche: gag, pol und env. Die env‐Gensequenz codiert 
ein  Polypeptid,  dass  in  zwei  Proteine  gespalten  wird,  die  durch  eine  Disulfid‐Brücke 
verknüpft bleiben. Fertige Viruspartikel entstehen durch das Anlagern des Viruskerns an die 
Innenseite  der  Cytoplasmamembran  der  Wirtszelle  (Abbildung  7).  Dabei  kommt  es  zur 
Ausstülpung  des  Membranabschnitts,  in  den  die  Env‐Proteine  eingelagert  sind,  der  den 
Viruskern vollständig umgibt und als neue Lipidhülle (envelope) des Virus dient. Auch die 
gag‐Gensequenz  codiert  ein  Polypeptid,  das  durch  eine  Protease  in  vier  Proteine  mit 
unterschiedlichen Molekulargewichten (p10, p12, p15 und p30) zerlegt wird, die auf die 
innere  Virusstruktur  entscheidenden  Einfluss  ausüben.




[15]  Im  Cytoplasma  dient  die  RNA  als  Matrize  für  die  viruseigene  RNA‐




Polymerase  II  transkribiert,  wobei  Abschnitte  im  LTR  als  Promotor  fungieren.
[13,  14] 
Allgemeine  Transkriptionsfaktoren  der  RNA‐Polymerase  II  TFII  verhelfen  der  RNA 
Polymerase II zum genauen und effizienten Start. Der erste Schritt besteht in der Anlagerung 
des TFIID‐Komplexes an die TATA‐Box einer AT‐reichen Konsensus‐Sequenz (Abbildung 6 A). 






DNA‐Helikase,  die  den  DNA‐Doppelstrang  am  Transkriptionsstart  entwindet,  so  dass  die 











































T10 H2N T4  
 
  Abbildung 5: Modellabschnitt der HIV‐1 TAR‐RNA  
 
In  Abwesenheit  des  Tat‐Proteins  generiert  der  HIV‐1  Promotor  nur  kleine  oder 
unprozessierte Transkripte mit einer Nukleotidlänge von 60 Basen, die nach Prozessierung in 
die jeweiligen Peptide Tat und Rev am Ribosom translatiert werden (Abbildung 7). Die Bulge‐









positiv  wirkenden  Elongationsfaktor  (P‐TEFb)‐Komplex,  statt  (Abbildung  6  C).  Der 
ausgebildete  Tat/TAR‐RNA/P‐TEFb‐Komplex  am  HIV  Promotor  aktiviert  CDK‐9,  das  zu 
Autophosphorylierung von P‐TEFb und Phosphorylierung der C‐terminalen Domäne von RNA 
Polymerase  II  und  damit  zur  Bildung  eines  Elongation‐Komplexes  führt,  wodurch  es  zur 
Synthese von vollständiger HIV mRNA kommt (Abbildung 6 D).
[18, 21] 











es  der  RNA  ermöglicht,  aus  dem  Zellkern  auszutreten  (siehe  Abbildung  7)  und  vor  der 









Zurzeit  gibt  es  33  Anti‐HIV‐Medikamente,  die  von  der  FDA,  der  US  Food  and  Drug 
Administration,  zugelassen  sind.  Diese  Arzneistoffe  lassen  sich  in  fünf  Kategorien 
unterscheiden: (1) Nukleosidische, (2) bzw. Nicht‐Nukleosidische Inhibitoren der Reversen 









Resistenz  des  Virus  gegenüber  den  vewendeten  Medikamenten.  Ein  Grund  für  die 
Resistenzen  besteht  in  der  Reversen  Transkriptase,  da  diese  keine  korrigierende 






die  virale  Genexpression  nicht  nur  während  des  exponentiellen  Wachstums  des  Viruses 














Seite  an  G26  und  Stacking‐Wechselwirkung  mit  U23.  Dadurch  kommt  es  zu 
konformationellen Änderungen der Phosphate von A22, U23 und U40, die wiederum mit Tat 
interagieren.






den Einsatz von künstlichen Peptiden.  10     2.  DAS HUMANE IMMUNSCHWÄCHEVIRUS HIV 
Peptoide 2 sind Peptidisomere, wobei alle Seitenketten an den Stickstoff des Peptidrückgrats 




















































































aus D‐α‐Aminosäuren hergestellten Tat‐Peptids 37‐72, das an TAR‐RNA in der erweiterten 2. DAS HUMANE IMMUNSCHWÄCHEVIRUS HIV   11 
Major  Groove  mit  der  gleichen  Gleichgewichtskonstante  [D‐Tat‐Peptid  (KD  =  0.22  µM)] 
bindet wie dasselbe Peptid aus L‐α‐Aminosäuren L‐Tat‐Peptid (KD = 0.13 µM)]. Durch eine 




























Die  beiden  Tripeptide  mit  der  höchsten  Affinität  zur  TAR‐RNA  waren  H2N‐(L)Lys‐(D)Lys‐
(L)Asn‐OH (6) (KD = 420 nM) und H2N‐(D)Thr‐(D)Lys‐(L)Asn‐OH (7) (KD = 560 nM), wobei 6 in 
weiteren  Untersuchungen  in  Zellkulturexperimenten  die  Tat‐vermittelte  Aktivierung  der 
Transkription unterdrückte (IC50 = 50 nM).
[37] Zusätzlich ist bekannt, dass ein Analogon des 


















































dass  Tat  und  andere  zelluläre  Faktoren  nicht  mehr  daran  binden.  Ein  Ansatz  war  die 
Darstellung  von  kleinen  Abschnitten  von  TAR‐RNA,  die  als  Köder  für  das  Tat‐Peptid 
eingesetzt  werden  sollten.  Dabei  wurden  aber  nur  moderate  Inhibierungen  der  HIV‐1 
Replikation  beobachtet.
[40]  Komplementäre  Antisense‐Oligonukleotide  zur  Stem‐Loop‐
Struktur der TAR‐RNA sollten in Lage sein die Transaktivierung zu inhibieren. Dazu wurde 












































  11  12  13  14  15  
Selbst  Mischungen  (Chimären)  zwischen  den  nukleasestabilen  Nukleotiden  und 
unmodifizierten  Nukleotiden  weisen  erhöhte  Stabilität  gegenüber  Nukleasen  auf.  Ein 
Nachteil der modifizierten negativ geladenen Oligonukleotiden ist, dass sie nicht zellgängig 
sind.  Durch  Komplexierung  mit  kationischen  Lipiden  kann  eine  Aufnahme  in  die  Zellen 
ermöglicht  werden.  Weitere  Methoden  für  die  Aufnahme  von  modifizierten 
Oligonukleotiden  in  Zellen  (auch  im  Sinne  einer  therapeutischen  Anwendung)  ist  die 
Konjugation  mit  Cell‐Penetrating  Peptides  (CCP),  Transportan,  Penetratin  und  Tat‐
Peptiden.
[45] 


















































































































Wechselwirkung.  Durch  Mobilitätsshift‐Assays  konnte  nachgewiesen  werden,  dass  die 
Affinität des Polykations nicht alleine von der Anzahl der positiven Ladungen abhängig ist. 
Streptomycin (18) weist mit drei positiven Ladungen eine fünffach höhere Affinität auf als 
Gentamycin  (20)  mit  fünf  positiven  Ladungen.  Zur  Bestimmung  der  Bindungsstelle  von 
Aminoglycosiden  bediente  man  sich  der  Methoden  der  Footprint‐Analyse,  in  silico‐
Experimenten  und  NMR‐spekroskopischen  Untersuchungen.  Dabei  fand  man  z.B.  für  das 
Aminoglycosid  Neomycin  (17)  eine  andere  Bindungsstelle  als  für  das  Tat‐Peptid.  Durch 











Experimenten  und  biochemischen  Daten  fand  man  heraus,  dass  das  Argininamid  (21)  in 
strukturell gleicher Weise bindet und auch dieselben Konformationsänderungen der RNA 
einleitet wie das Tat‐Peptid. Williamson et al. konnten durch NMR‐Experimente zeigen, dass 





Phosphaten  P(22)  und  P(23)  ausgebildet  wird.
[9]  Zusätzlich  kommt  es  zu  Stacking‐2. DAS HUMANE IMMUNSCHWÄCHEVIRUS HIV   15 























































































































































einen  IC50  im  niedrigen  µM‐Bereich  aufwiesen.  Obwohl  die  Länge  der  Alkylkette  variiert 
werden kann, ohne dass dies Konsequenzen für die Aktivität hat, ist nur eine minimale Länge 
erforderlich. Durch NMR‐Experimente konnte gezeigt werden, dass Bisguanidin 22 dieselben 





Ring  zwischen  den  Basenpaaren  A22‐U40  und  G26‐C39  interkaliert,  während  die  Amin‐
Substituenten Wechselwirkungen mit dem Rückgrat eingehen.
[6, 56] 



















Es  konnte  gezeigt  werden,  dass  Chinolin‐4(1H)on‐Derivate  antivirale  Eigenschaften 
aufweisen, in deren Rahmen WM5 (24) die Tat vermittelte Transaktivierung im nM Bereich 


























reiche  Region  (G36‐U40)  als  bevorzugte  Kontaktstelle  dient  (Abbildung  11).  Durch  die 

























































[61]  Um  die  Allgemeingültigkeit  dieser  Substrukturen  zu  verdeutlichen, 
verband man das Spermidin mit Mitonafid. Die Verbindung 30 wies eine stärkere Inhibierung 
des Tat/TAR‐RNA Komplexes als Mitonafid alleine auf. Durch Veränderung der Position des 
Linkers  und  dessen  Zusammensetzung  konnten  Einflüsse  auf  die  Wirksamkeit  gezeigt 
werden. Zum Beispiel wird die 9‐Position des Acridin‐Systems als Linkerstelle toleriert und an 
der  4‐Position  kommt  es  zu  einer  verminderten  Wirksamkeit  der  Verbindung.  Den 
elektrostatischen Rest über eine Amidinbindung an den Heterocyclus zu knüpfen, führte in 














































  30  31   
Aromatische  Polyamidine  wie  TAPP  (32)  und  TAPB  (33)  weisen  in  experimentellen 
Modellsystemen  mit  HL3T1‐Zelllinien  Hemmungen  der  HIV‐1  Transkription  bei  einer 





























350  Moleküle  selektiert  werden,  die  alle  bekannten  TAR‐Liganden  der  Klasse  der 
Aminoglycoside enthielten. Neue Strukturen, wie 34 und 35, weisen einen IC50 von ungefähr 
1 µM auf.














  34  35   
Aus  einer  Bibliothek  von  181000  Substanzen  wurden  nach  der  gleichen  Methode  500 
potenzielle  TAR‐Liganden  gefunden,  von  denen  50  Moleküle  in  einem  in  vitro‐Assay 
analysiert  wurden.  Dabei  zeigte  Acetylpromazin  (36)  eine  Substanz  mit  guter 
Bioverfügbarkeit und bekanntem pharmakologischen Profil nanomolare Bindungsaffinität. 
Eindimensionale  NMR‐Experimente  wiesen  eine  Bindung  mit  dem  Bulge  auf,  wobei  der 






















einer  kommerziellen  Datenbank  aus  229659  Molekülen  gewonnen.  Dabei  wurden  20000 
Moleküle als mögliche Arzneistoffe über ein künstliches neutrales Netzwerk ausgesucht, die 
anschließend  über  einen  unscharfen  pharmokophoren  Ansatz  (SQUID)  und  einer 
ausrichtungsfreien  pharmakophoren  Methode  (CATS3D)  analysiert  wurden.  Für  die 


























  37  38   
Die thiol‐unabhängige Zersetzung des Neocarzinostatin Chromophors führt zu 39, was zwei 
aromatische Systeme enthält, die über eine Spiro‐Verbindung zusammengehalten werden. 
39  ist  bekannt  für  seine  Wechselwirkungen  mit  Bulges  von  DNAs.  Einige  Derivate 
sogenannter Doppeldecker‐Interkalatoren (40‐42) (DDI) zeigen nanomolare Affinitäten zur 
TAR‐RNA. Für die Messung der Affinität der Interkalatoren (39‐42) machte man es sich zu 
nutze,  dass  spirocyclische  Grundstrukturen  eine  eigene  Fluoreszenz  besitzen.  Quenchen 


























































Einsatz  von  Anti‐Tat‐Protein  Wirkstoffen.  Hauptsächlich  werden  hierfür  anionische 
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Ein  vielversprechender  Ansatz  ist  die  Inhibierung  der  Wechselwirkung  zwischen  Tat  und 















Antikörper,  wie  der  einkettige  menschliche  Anti‐CycT1  Antikörper,  führen  zu  einer 
Hemmung der HIV‐1 Replikation.  








Im  Allgemeinen  ist  zu  sagen,  dass  alle  Klassen  der  vorgestellten  Verbindungen  zur 
Inhibierung  der  Transaktivierung  keine  ausreichende  Spezifität  und  schwache 
pharmakokinetische Eigenschaften, z. B. Aufnahme in die Zelle und Stabilität aufweisen. Ein 
Grund für die eingeschränkte Aktivität der Inhibitoren liegt in der Tatsache begründet, dass 
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3.  EINFÜHRUNG RNA‐LIGANDEN  
 
Die  moderne  Suche  nach  pharmakologischen  Wirkstoffen  ist  ein  hoch  industrialisierter 












RNA  entfalten.  RNA  wird  durch  Antisense‐Oligonukleotide,  small  inhibitory  RNAs  (siRNA) 
oder RNA‐Enzyme (Ribozyme) adressiert, wobei der sequenzspezifische Ansatz bisher auf ein 
von  der  FDA  genehmigtes  Medikament  Vitravene
®  (Fomivirsen)  von  Isis  Pharmaceuticals 
gegen  Cytomegalovirus  (CMV)  Retinitis  bei  Patienten  mit  AIDS  beschränkt  ist.
[79]  Ein 
entscheidendes  Charakteristikum  der  RNA  ist  die  Tatsache,  dass  die  RNA  sich  in 













Sekundärstrukturen,  wie  Hairpin‐Loop  „hairpin‐Loop“,  Strang‐Loop  „Stem‐Loop“, 
Pseudoknoten „pseudoknots“ und Bulge „bulge“ führen. Die doppelhelicalen Domänen der 
Sekundärstrukturen  werden  über  Watson‐Crick‐Basenpaarung  gebunden.  Anders  als  die 





























stellt  einen  Unterschied  zu  den  Bindungstaschen  von  Proteinen  dar,  wo  negative  und 
positive Potenziale verteilt sind.
[84]  
Tertiärstrukturen  innerhalb  der  RNA  kommen  durch  nicht‐Watson‐Crick‐Basenpaarungen 
zwischen  Nukleobasen,  zwischen  Nukleobasen  und  dem  Phosphatrückgrat  und  zwischen 
Rückgratresten zustande.
[12] 
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3.1.1  Antibakterielles Target: Das Ribosom  
 
Das  Ribosom  besteht  aus  ribosomaler  RNA  (rRNA)  und  ribosomalen  Proteinen. 
Prokaryontische 70S Ribosomen bestehen aus zwei Untereinheiten. Die kleine Untereinheit 
(30S) ist dafür verantwortlich, dass nur die korrekte tRNA ihre zugehörige Aminosäure in das 
entstehende  Polypeptid  einbauen  kann.  Das  Korrekturlesen  findet  an  der  16S  rRNA  A‐
(Aminoacyl‐) Site statt, einem Teil der 30S Untereinheit. Dabei führt die korrekte Codon‐
Anticodon‐Paarung der mRNA mit der jeweiligen tRNA zu einer extrahelicalen Konformation 
der  Reste  A1492  und  A1493.  Nicht  korrekte  Paarung  einer  tRNA  leitet  keine 
Konformationsänderungen  ein.
[87]  Die  große  Untereinheit  (50S)  hat  eine  katalytische 
Funktion  bei  der  Bildung  von  Peptidbindungen.  Die  jeweiligen  Funktionen  der 
Untereinheiten,  wie  korrekturlesen  und  katalysieren  wurden  durch  rRNA  bewirkt,  kein 
ribosomales  Peptid  ist  direkt  an  diesen  Schritten  beteiligt.
[88]  Von  etwa  der  Hälfte  aller 
bekannten  Antibiotika  ist  eine  Affinität  zum  Ribosom  bekannt,  die  am  genauesten 
untersuchte Klasse sind die Aminoglycoside, eine Gruppe von Oligosaccharid‐Antibiotika. Die 
größte  Anzahl  der  Aminoglycoside,  wie  beispielsweise  4,5‐  und  4,6‐substituierte 






















































diesen  Prozess  ist  es  der  nun  beladenen  tRNA  möglich,  an  den  Initations‐  und 
Elongationsprozessen  der  Protein‐Biosynthese  teilzunehmen.









angesiedelt  ist.  Die  T‐Box  reguliert  die  Expression  von  Aminoacyl‐tRNA  Synthetase  und 
anderer Proteine der Biosynthese von Aminosäuren. Die aus 14 Nukleotiden bestehende T‐
Box  kann  unterschiedliche  Konformationen  annehmen  und  bindet  spezifisch  durch  vier 






Wechselwirkung  zu  einer  Zunahme  der  für  die  Biosynthese  von  Proteinen  benötigten 3 0             3 .   E INFÜHRUNG RNA-LIGANDEN 
Enzymen  führt.
[96]  Eine  antibakterielle  Zielstruktur  wäre  daher  die  Inhibierung  der  T‐
Box/tRNA‐Wechselwirkung. Durch NMR‐Experimente konnte gezeigt werden, dass die Bulge 
Region statische und hochdynamische Reste beinhaltet. Affinität zur T‐Box Antiterminator 















bestehende  RNA  Segment  in  der  env  Codierungssequenz  wird  von  einer  argininreichen 
Region des Rev‐Proteins am Strang IIB gebunden, so dass der RNA/Protein‐Komplex aus dem 
Nukleus in das Cytoplasma gelangt, da das Rev‐Protein im Bereich des Carboxyl‐Terminus ein 

















































































































































Bekannte  Moleküle,  die  Wechselwirkungen  mit  16S  A‐Site  RNA  eingehen,  sind 
Aminoglycoside. Synthetische Analoga der Aminoglycoside wurden für die Untersuchung auf 
Wechselwirkungen  hergestellt.  Ziel  der  Untersuchungen  waren  außer  dem 









Zugabe  eines  potentiellen  RNA‐Liganden  bei  Veränderungen  im  Spektrum  sowohl  eine 
Wechselwirkung  als  auch  der  Ort  der  Wechselwirkung  nachgewiesen  werden.  Einfache 
Benzimidazolderivate (66‐70) zeigten, dass sie im µM‐Bereich die 16S A‐Site RNA binden. Die 
Einführung  eines  Amin‐Substituenten  an  der  2‐Position  (67)  führte  zu  einer  vierfachen 
Erhöhung der Bindungsaffinität, wohingegen die Einführung von Methylsubstituenten (68‐
70) an unterschiedlichen Positionen keine Verbesserung bewirkt.


























  66  67  68  69  70 
  KD = 810 µM  KD = 230 µM  KD = 260 µM KD = 220 µM KD = 160 µM 
2‐Aminochinoline (71‐76) zeigen ebenfalls Affinitäten zu internen Loops mit KD‐Werten von 
3180  µM  bis  60  µM.  Methylsubstituenten  an  der  4‐Position  von  74  erhöhen  dabei  die 
Bindung  um  das  35‐fache  und  Methylierung  am  exocyclischen  Amin  73  führen  zu  einer 
Affinitätssteigerung um das sechsfache im Vergleich zum 2‐Aminochinolin (71).  
 





  71  72  73  
  KD = 3180 µM  KD = 990 µM KD = 490 µM  
 
 





  74  75  76   
  KD = 90 µM  KD = 170 µM KD = 60 µM  
Auf  der  Grundlage  von  NMR‐Experimenten  gewonnenen  Strukturinformationen  des 
RNA/Ligand‐Komplexes  wurden  an  der  4‐  und  7‐Position  des  2‐Aminochinolin‐Gerüst 
Substituenten  eingefügt.  Das  dargestellte  7‐Amino‐2‐dimethylaminolepidin  (77)  and  4‐
Amino‐2‐dimethylaminochinolin  (79)  ermöglichen  leichte  Derivatisierung  am  Amino‐Rest. 
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  77  78   











  79  80   
  KD = 60 µM KD = 9 µM  
2‐Aminopyridine (81‐86) wurden ebenfalls als Grundstrukturen mit hoher Affinität durch 
Screening erkannt. Methylierung an der 2‐ (82) und 6‐Position (85) führt zur Reduzierung der 























81  82  83  84  85  86 
KD = 68 µM  KD = 600 µM  KD = 3 µM KD = 22 µM KD = 105 µM  KD = 10000 µM
Um  den  Nachteil  des  NMR‐Screenings,  die  hohe  Konzentration  und  damit  der  hohe 
Verbrauch  an  RNA  zu  umgehen,  setzte  man  bei  der  Suche  nach  weiteren  interessanten 
Grundstrukturen  auf  das  ESI‐MS  Verfahren,  in  dem  die  Komplexierung  durch  eine 
Verschiebung des Massensignals im Vergleich zur freien RNA detektiert werden kann. Ein 
weiterer Vorteil ist die Aufklärung der Verhältnisse von Ligand zu RNA. Keine Informationen 
werden  jedoch  über  den  Ort  der  Bindung  gewonnen.  Bei  der  Untersuchung  von 
Komplexbindungen  von  verschiedenen  Grundstrukturen  auf  16S  A‐Site  RNA  fand  man  in 
Benzimidazolen (87‐92) mit weiteren Verdrängungsassays im Vergleich mit Glucosamin die 























  87  88  89   




















  90  91  92   



















gegenüber  T‐Box  RNA  und  der  Mutation  T‐Box  C11U  untersucht.  Mit  auf  Fluoreszenz 
basierenden  Assays  konnten  übereinstimmende  Affinitäten  bestimmt  werden.  Verglichen 
wurde ein Assay bei dem im Bulge A9 durch 2‐Aminopurin ausgetauscht wurde mit einem 























infolge  der  schlechten  Löslichkeit  von  Eisen(III)‐Salzen  sonst  ausflocken  würde.  Unter 
normalen  zellulären  Bedingungen  bindet  das  Eisen‐Responsivelement‐bindende  Protein 
























RNA‐RNA‐Wechselwirkungen.  Das  erste  kleine  Molekül,  das  als  Hairpin‐Loop  bindendes 
Molekül identifiziert wurde, ist das Spermin (96). Das Polyamin 96 konnte im Kristall der 
tRNA
Phe  röntgenspektroskopisch  nachgewiesen  werden.  Eine  der  Bindungsstellen  ist  die 






































U1A  snRNA‐Wechselwirkung  mit  Stem‐Loop  2  mit  einem  IC50  von  1  µM  unterdrückt. 
Substanz  27  zeigte  keinerlei  Wirkung  bis  zu  einer  Konzentration  von  10  mM.  Durch  ein 

















sie  bei  Gruppe  I  Introns,  Ribozymen  und  Ribosomen  vorkommen.  Von  getesteten 







Affinitäten  zu  Tetra‐,  Hexa‐,  Hepta‐  und  Octa‐Hairpin‐Loops  untersucht.  Affinitäten  im 
unteren µM‐Bereich konnten bei Substanz 99 und 100 erreicht werden. In den Fällen, in 
denen  Bindung  zum  Hairpin‐Loop  beobachtet  werden  konnte,  wurden  vergleichbare 
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4.  PEPTID‐NUKLEINSÄURE (PNA) 
 
Auf  der  Suche  nach  neuen  DNA‐Diagnostika  und  Oligonukleotid‐Therapeutika  versuchte 
man,  Oligonukleotide  durch  die  Modifikationen  im  Zucker‐Phosphat‐Rückgrat  oder  der 
Nukleobasen zu optimieren. Die Peptid‐Nukleinsäure (PNA) stellt eine solche Imitation der 
















































Chemie  liegt  auch  in  der  Tatsache,  dass  die  PNA  Monomere  durch  bestehende 
Festphasensynthese  zu  Oligomeren  verknüpft  werden  können.
[114]  Dabei  können 
Reportergruppen, Interkalatoren und weitere Reste an den N oder C‐Terminus gekuppelt 
werden.  PNA  Oligomere  sind  stabil  gegen  Nukleasen  und  Proteasen  und  der  achirale 
Charakter macht Aufreinigungen zur Enantiomerenreinheit unnötig.
[115] 





Die  monomeren  Bausteine  zur  Synthese  von  PNAs  unterscheiden  sich  in  der  Art  der 
Schutzgruppe der Aminogruppe, der Struktur des Grundgerüsts und/oder in der Nukleobase.  
Das klassische PNA Monomer besteht aus der Aminosäure N‐(2‐Aminoethyl)glycin, bei der 
die  sekundäre  Amino‐Gruppe  mit  einem  nukleobasetragenden  Essigsäurederivat  acyliert 























































1. (Boc)2O, NaOH, H2O






























































Für  die  Synthese  der  Nukleobasen  Essigsäurederivate  benötigt  man  zusätzliche 
Schutzgruppen in Form von Benzyloxycarbonyl, 4‐tert‐Butylbenzoyl, Anisoyl und Mmt für die 





In  der  ersten  Synthese  von  PNA  wurden  Monomere  mit  Trifluoressigsäure‐labiler  Boc‐
Schutzgruppe  an  der  primären  Aminogruppe  hergestellt  (siehe  Abbildung  13).  Die  exo‐
cyclischen Funktionsgruppen der Nukleobasen wurden durch Cbz‐ und/oder Benzylgruppen 


































Synthese von PNA/DNA‐Chimeren, da es unter den stark sauren Bedingungen (TFA/HF), die 44                                                                                                             4. PEPTID-NUCLEINSÄURE (PNA)                                        
für  eine  Entschützung  notwendig  wären,  zur  Depurination  des  DNA‐Teils  des  Oligomers 
kommen  würde.  Da  Mmt‐geschützte  Monomere  unter  milden  Bedingungen 
(Trichloressigsäure) abgespalten werden, kommen sie bei der Synthese von Oligomeren wie 
PNA/DNA‐Chimeren zur Anwendung. 









[118]  kombinierten  die  Fmoc‐Schutzgruppe  mit  der  Cbz‐Schutzgruppenstrategie  bei 
Nukleobasen von P. E. Nielsen et al.
[114] Die Monomere wurden durch die Kupplung von 
Nukleobasenessigsäurederivaten  zum  Fmoc‐geschützten  PNA‐Grundgerüst  dargestellt, 
wobei  BOP  oder  EDC  als  Kupplungsreagenzien  benutzt  wurden.  Die  Verwendung  von 
HCl/Dioxan  oder  TFA  führen  zur  Abspaltung  des  tert‐Butylesters.  Die  Zugabe  von 
Triethylsilan  in  dieser  Stufe  ist  nur  notwendig,  um  die  Cbz‐Schutzgruppenabspaltung  am 
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4.1.4  Monomere PNA‐Bausteine mit modifiziertem Rückgrat  
 

















































































  111  112   
Die  Oligomersynthese  ist  eine  Festphasensynthese,  die  nach  Optimierungsversuchen  mit 
dem  Kupplungsreagenz  HBTU  und  N1‐Benzyloxycarbonyl‐N3‐methylimidazoltriflat  als 46                                                                                                             4. PEPTID-NUCLEINSÄURE (PNA)                                        















































PNAs  sind  säurestabil,  so  dass  Schutzgruppen,  die  durch  wasserfreies  HF  oder 
Trifluormethansulfonsäure  abgespaltbar  sind  in  der  PNA‐Synthese  eingesetzt  werden 
können. Ebenfalls ist eine Stabilität unter schwach basischen Bedingungen gegeben, so dass 
auch  Schutzgruppen,  die  durch  Ammoniak  abgespalten  werden  oder  die  durch  Piperidin 
abspaltbare Fmoc‐Schutzgruppe, angewandt werden können.
[118, 123] Instabil sind PNAs unter 
basischen  Bedingungen,  da  dort  die  freie  Amino‐Gruppe,  die  oben  genannten 
Nebenreaktionen,  wie  N‐Acyltransferreaktion  (Abbildung  15)  und  Abspaltung  der  N‐
terminalen  PNA‐Einheit  (Abbildung  16)  ermöglicht.
[118,  133]  Die  Nebenreaktionen  können 
























Duplex  zunimmt,  bis  die  Stabilität  bei  beiden  Duplexen  gleich  ist.  Noch  höhere 
Salzkonzentrationen  haben  keinen  Effekt  auf  die  Stabilität.  Die  Salzkonzentrations‐
abhängigkeit  kann  durch  die  Assoziation  von  Gegenionen  im  Fall  von  DNA*DNA‐Duplex‐
Bildung und durch Verschiebung von Gegenionen im Fall von PNA*DNA‐Duplexen erklärt 
werden. Beim Austausch von Glycin im Rückgrat durch eine andere Aminosäure ist die D‐
Konfiguration  bevorzugt.  Ansonsten  ist  die  Stabilität  abhängig  von  der  jeweiligen 
Aminosäure.  Kleine  ungeladene  Aminosäuren,  wie  D‐Alanin  oder  D‐Serin  haben  keinen 
Effekt  auf  die  Duplexstabilität.  Positiv  geladene  Seitenketten,  wie  D‐Lysin,  haben  eine 









angereicherten Nukleobasen durchgeführt. Man konnte zeigen, dass alle Basen Standard 48                                                                                                             4. PEPTID-NUCLEINSÄURE (PNA)                                        
Watson‐Crick‐Wasserstoffbrückenbindungen eingehen und der glycosidische Torsionswinkel 
















Ebenso  konnte  durch  weitere  NMR‐spektroskopische  Untersuchungen  bei  antiparallelen 








Amid‐Carbonylgruppen  des  Grundgerüsts,  mit  einigen  Ausnahmen,  nach  außen  zum 











PNA‐Rückgrats  verbunden.  Diese  Wasserstoffbrückenbindungen,  zusammen  mit  den 
zusätzlichen  van‐der‐Waals‐Kräften  und  der  Abwesenheit  von  elektrostatischen 











































Überraschend  ist  jedoch  die  Tatsache,  dass  auch  bei  pH  9  (CGC)  ein  stabiler  Komplex 
vorhanden  ist.  Zu  erklären  ist  dies  dadurch,  dass  das  Cytosin  mit  nur  einer 50                                                                                                             4. PEPTID-NUCLEINSÄURE (PNA)                                        
Wasserstoffbrücke eine Hoogsteen‐Basenpaarung eingeht oder der pKa‐Wert von Cytosin in 















erhöhte  Stabilität  auf.  In  Vergleichsexperimenten  konnte  man  feststellen,  dass 
unmodifiziertes  Oligonukleotid  (T)8  eine  Halbwertszeit  von  wenigen  Minuten  besitzt 









von  Peptiden  an  PNAs,  die  selektiv  an  die  Zelloberflächenrezeptoren  binden  oder  selbst 
zellpermeables Peptid sind, was die zelluläre Aufnahme erhöht. 
Mit Hilfe der hypotonischen Dialyse ist es möglich PNA in Erythrocyten einzuführen. Diese 
mit  PNA  beladenen  Erythrocyten  werden  spezifisch  von  Rinder‐Makrophagen 










Translation  Startregion  einer  mRNA  komplementär  war,  erreicht.  Unmodifizierte 
Oligonukleotide brauchten etwa eine 40‐fach höhere Konzentration, um den gleichen Effekt 
der  Inhibierung  zu  zeigen.  Nach  Untersuchungen  von  Knudsen  und  Nielsen  findet  eine 
spezifischen  Inhibierung  statt,  wenn  PNAs  auf  das  5´‐Ende  nahe  zum  AUG  Start‐Codon 
adressiert werden, nicht jedoch, wenn PNAs auf die codierende Region adressiert werden. 
Wenn sich (PNA)2*RNA‐Tripel Helices bilden, ist es jedoch möglich, die Translation durch 












der  Polymerase  erschweren.  Auch  PNAs,  die  im  kodierenden  Bereich  der  DNA  binden, 
können  den  Transkriptionsprozess  inhibieren.
[142]  Ein  (PNA)2*DNA‐Triplex  kann  die 
Transkription  in  vitro  inhibieren.  Positiv  geladene  Lysinreste  im  PNA‐Strang,  können  die 
Assoziationsraten mit dsDNAs drastisch erhöhen. M. Lee et al.
[143] konnten zeigen, dass die 
PNAs,  die  komplementär  zum  Primer  des  HIV‐1‐Genoms  sind,  in  vitro  die  Initiation  der 
Reversen  Transkriptase  (RT)  blockieren.  Oligomere  PNAs,  die  auf  verschiedene  kritische 52                                                                                                             4. PEPTID-NUCLEINSÄURE (PNA)                                        






aus  dem  Duplex  durch  die  Bildung  einer  ((PNA)2*DNA)  Triplex‐Struktur.  Dies  führt  beim 
















bildet.  Zugabe  der  Anti‐TAR‐PNA  zum  Tat/TAR‐Komplex  führt  zur  Verdrängung  des 
gebildeten  Komplexes.  Die  Inhibierung  der  Tat‐TAR‐RNA‐Wechselwirkung  bzw.  der 
Replikation des HIV‐1 konnte durch Zellassays bestätigt werden. Der Nachteil der geringen 
Bioverfügbarkeit  von  PNA  wurde  durch  Konjugation  einer  16mer  Anti‐TAR‐PNA  mit 
Membran‐Transduktionspeptiden  (MTD)  Transportan,  Aminoglycosid  Neomycin  B, 
Penetratin  oder  Tat‐Peptid  kompensiert.  Dabei  zeigte  sich,  dass  die  Konjugate  mit 
Penetratin, Transportan‐21 und mit Tat‐Peptid am effektivsten als Anti‐HIV Wirkstoffe sind. 
Der  Mechanismus  der  Aufnahme  ist  weder  rezeptorabhängig  noch  erfolgt  er  über 
Endozytose. Die konjugierten PNAs dringen sogar durch die Virushülle ein und deaktivieren 
HIV‐1 vor der Fusion mit der Wirtszelle.
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Bei  der  Untersuchung  von  cyclischen  komplementären  PNAs  fand  man  heraus,  dass  die 
cyclische Antisense hexa‐PNA im Gegensatz zur linearen keine Wechselwirkung mit der TAR‐
RNA  zu  einem  „kissing  complex“  eingeht.  Man  synthetisierte  aufgrund  von  bekannten 


















Bei  dieser  Methode  wird  das  RNA  Oligonukleotid  mit  einem  Fluorophor  oder  einer 
fluoreszierenden  Version  eines  Nukleotides  versetzt,  wobei  die  kovalente  Kupplung  des 
Fluorophors  entweder  am  Ende  des  Oligonukleotides  oder  nahe  an  bzw.  an  der 
Bindungsstelle des Liganden erfolgt. Durch Bindung eines kleinen Moleküls kommt es zu 











untersuchen.  In  der  Praxis  wurde  beobachtet,  dass  ebenfalls  Interaktionen  an  Stellen 
beobachtet werden können, die entfernt vom Nukleotid mit 2‐Aminopurin liegen.
[99, 154] Ein 





ist  dafür  nicht  zwingend  nötig,  da  die  Einführung  des  Fluorophores  über  einen  in  vitro 
Transkriptionsassay erfolgen kann. Dabei wird Guanosin 5´‐monophosphorthioat (5´‐GMPS) 5. ASSAYS FÜR DIE EVALUIERUNG VON RNA-LIGAND-WECHSELWIRKUNGEN             55 
enzymatisch  eingefügt.
[155]  Bei  Vergleichsuntersuchungen  mit  2‐Aminopurin  und 
endmarkiert  RNA  fand  man  dieselben  Resultate.  Die  Untersuchung  von  neuen  RNA‐
Zielstrukturen findet bevorzugt mit Markierungen am Ende der RNA statt.
[156, 157] 















Referenzliganden.  Die  Methode  hat  den  Vorteil,  dass  die  untersuchte  RNA  und  der 
verdrängende Ligand unmarkiert sind und ist geeignet für die Untersuchung von ganzen 
Bibliotheken  von  Verbindungen  und  zuverlässig  für  biochemische  und  biophysikalische 
Studien.  Der  Verdrängungsassay  kann  aber  nur  dann  eingesetzt  werden,  wenn  ein 
spezifischer  markierbarer  Ligand  bekannt  und  verfügbar  ist.  Fluoreszenzmarkierte 
Aminoglycoside werden häufig als zu verdrängende Liganden bei internen Loops eingesetzt, 








einem  Donor  markiert,  während  das  Tat‐Peptid  mit  einem  Akzeptor  markiert  wurde.
[37] 
Durch Wechselwirkung der RNA mit dem Protein und die daraus resultierende Annäherung 
der  Chromophore  kam  es  zum  FRET‐Effekt.  Darunter  versteht  man  die  Anregung  eines 
Donors mit Licht einer bestimmten Wellenlänge λex. Diese Anregung wird nicht in Form von 56                                               5. ASSAYS FÜR DIE EVALUIERUNG VON RNA-LIGAND-WECHSELWIRKUNGEN     
Fluoreszenz abgegeben, sondern über eine strahlungsfreie Energieübertragung (FRET) auf 
den Akzeptor. Dazu muss das Emissionsspektrum des Donors mit dem Absorptionsspektrum 
des  Akzeptors  überlappen  und  die  beiden  Chromophore  parallele  elektronische 


































Weitere  Aminosäuren  als  Linker,  um  Wechselwirkungen  zwischen  den  Farbstoffen  zu 
vermeiden, wurden in das Peptid eingefügt. Die beiden FRET‐Paare befinden sich am N‐
Terminus  (Fluorescein)  und  am  C‐Terminus  (Tetramethylrhodamin)  des  Peptides.  Durch 
Anregung  des  markierten  Peptides  FtatRhd  in  der  Nähe  des  Absorptionsmaximums  des 
Donor‐Farbstoffes  Fluorescein  bei  489  nm  findet  ein  FRET  auf  den  Akzeptor  statt.  Das 
















von  FtatRhd  ermittelt  werden.  Für  den  Fall  einer  1:1‐Stöchiometrie  gilt  folgende 
Gleichung:
[165] 




0 0 0 0 0 FtatRhd RNA K FtatRhd RNA K FtatRhd RNA
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5.3  NMR Methoden  
 
Über  NMR‐Spektroskopie  ist  es  möglich,  die  genaue  Bindungsstelle  der  Liganden  zu 
bestimmen,  selbst  mit  Affinitäten  im  mM‐Bereich.
[166]  Ebenfalls  ist  es  möglich,  die 
Konformationsänderungen,  die  durch  die  Bindung  eines  Liganden  induziert  werden, 
aufzuzeigen.  NMR  dient  auch  zur  Entdeckung  von  neuen  Protein‐Liganden,  wofür 




(1D)  oder  chemische  Verschiebungen  von  Pyrimidin  H5‐H6  (2D),  obwohl  auch 
Standardexperimente  (1D)  herangezogen  werden  können.
















gradient  spectroscopy)  ist  ein  NMR‐Experiment,  das  auf  die  Magnetisierung  von  Wasser 
aufbaut,  das  den  Liganden  umgibt.  Es  ist  daher  möglich,  den  freien  vom  gebundenen 
Liganden  zu  unterscheiden.





vitro  Transkription  erhältlich  sind.  Seitenspezifische 
19F  markierte  RNA  wird  ebenfalls 
hauptsächlich über Festphasensynthese gewonnen, ist aber auch nicht immer einsetzbar.
[173] 




es  erlaubt,  das  Molekulargewicht  von  Rezeptor‐Ligand‐Komplexen  in  der  Gasphase  zu 
bestimmen.  ESI‐MS  ist  ein  Assay,  der  unabhängig  von  Konformationsänderungen  durch 
Komplexierung  ist  und  ohne  Markierung  auskommt.  Dabei  ist  es  möglich  die  ungefähre 
Ligand‐RNA‐Assoziationskonstante  und  die  Stöchiometrie  durch  die  Zunahme  des 
Molekulargewichts  der  RNA  zu  ermitteln.
[174]  Bei  Vergleichsexperimenten  der 

















Moleküle  mittels  hochenergetischer  Laserpulse  kommt  es  zu  explosionsartigen 




durch  die  harte  Natur  des  MALDI‐Prozesses  und  der  heterogenen  Morphologie  in  der 
Präparation zu einer größeren Dispersion in der Komplexbildung kam.
[177] 












Ladungszustand  des  untersuchten  Ions  derselbe  ist,  wie  der  in  Lösungen,  so  dass  die 
natürliche Umgebung fast imitiert wird. Die benötigten Mengen an zu analysierender Lösung 
von  wenigen  µL  von  µM‐Konzentration  erlaubt  eine  Analyse  der  zu  untersuchenden 
Substanz im pmol Bereich. Im Vergleich zu den gängigen Methoden ESI und MALDI ist LILBID 
eine alternative Methode, die vorteilhaft sein könnte zur Untersuchung von nichtkovalenten 









ist  sehr  nützlich,  wenn  konkurrierende  zielstrukturferne  RNAs  bekannt  sind.  Nach 







gemessenen  Affinität  des  Liganden  wird  einer  Bindung  des  Liganden  zur  nun 








Ein  weiterer  Ansatz  zur  Bestimmung  von  Selektivität  ist  die  Durchführung  von 
Bindungsassays  von  potentiellen  Liganden  gegen  RNAs  mit  unterschiedlicher  Länge  und 
Sequenz. Ein Problem dieses Ansatzes ist, dass selbst bei kleinen RNA‐Oligomeren die Anzahl 
der  möglichen  Variationen  der  Sequenz  sehr  hoch  ist,  um  jede  denkbare  RNA‐Sequenz 
individuell herzustellen und auf Wechselwirkung mit kleinen Molekülen zu untersuchen. Die 







dynamischen  Eigenschaften  eines  Moleküls  in  der  Flüssigphase,  wie  die  Mobilität  des 
Moleküls oder dessen Diffusionsverhalten ist abgesehen von der Masse abhängig von der 
Form,  welche  stark  geprägt  ist  durch  ihre  Umgebung  und  zum  Teil  von  den 
Bindungspartnern.  Im  FCS‐Experiment  führt  der  Wechsel  in  der  Mobilität  eines  kleinen 
spezifisch markierten Liganden, der an ein Makromolekül mit höherem Molekulargewicht 
bindet,  zu  einer  Erhöhung  der  Diffusionskonstante.  Diese  kann  durch  die  zeitaufgelöste 
laserinduzierte Emission des Fluorophors bestimmt werden. Im Falle des Tat‐TAR‐Komplexes 
werden beide Makromoleküle, aufgrund der vergleichbaren Masse mit unterschiedlichen 
Fluorophoren  markiert,  die  bei  unterschiedlichen  Wellenlängen  angeregt  werden.  Wenn 
beide Emissionen spektral unterscheidbar sind, dann ist die Funktion der Kreuzkorrelation 
bestimmbar,  so  dass  sich  daraus  die  Anzahl  der  gebundenen  Moleküle  und  die 
Konzentration der ungebundenen Moleküle ergibt. Aus beiden Informationen ist es möglich, 
die Bindungskonstante und den Grad der Komplexierung zwischen beiden Makromolekülen 
zu  erhalten.  Molekülen,  die  die  Bindung  des  Tat‐Proteins  zur  TAR‐RNA  stören,  werden 62                                               5. ASSAYS FÜR DIE EVALUIERUNG VON RNA-LIGAND-WECHSELWIRKUNGEN     
antivirale Eigenschaften zugesprochen. Der Grad der Komplexierung bei vorliegender Tat 








Zellen  (menschliche  Epithelzellen  eines  Zervixkarzinoms),  woraus  die  erste  menschliche 
Zelllinie etabliert wurde. Der von Dietrich et al. verwendete Zellassay (Abbildung 20) basiert 
auf HeLa‐P4‐Zellen, die mit den für eine HIV‐Infektion benötigten Rezeptoren CD4, CCR5 und 
CXCR4  ausgestattet  sind.  Das  Gen  lacZ  für  die β ‐ Galactosidase  befindet  sich  unter  der 
Kontrolle des Promoters der LTR von HIV‐1. Durch Infektion der Zelle mit HIV‐1 kommt es zur 
Tat‐vermittelten Transaktivierung und somit zur Expression der β‐Galactosidase (Abbildung 
21). β ‐ Galactosidase  katalysiert  die  Hydrolyse  der  glykosidischen  Bindung  von β ‐
Galactopyranosiden.  Die  enzymatische  Aktivität  der β ‐ Galactosidase  kann  dabei  mittels 










transkribiert,  woraufhin  die  Zellen  sich  blau  anfärben  lassen  und  über  Luminometer  vermessen  werden 
können. 
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6.  FESTPHASENPEPTIDSYNTHESE (FPPS) 
 
Die  Festphasenpeptidsynthese  (FPPS)  basiert  auf  einer  sequenziellen  Addition  von 
geschützten  und  ungeschützten  Aminosäuren  an  einen  unlöslichen  Polymerträger.  Nach 
Abspaltung  der  Schutzgruppe  (Fmoc  oder  Boc)  wird  die  nächste  N‐terminal  geschützte 
Aminosäure hinzugegeben, wobei entweder ein Kupplungsreagenz oder ein voraktiviertes 
Aminosäurederivat die Kupplung vollzieht. Das resultierende Peptid ist am Harz über einen 
„Linker“  an  seinem  C‐Terminus  befestigt.  Bei  der  Abspaltung  vom  Harz  entsteht  eine 
Peptidsäure  oder  ein  Carboxamid,  was  vom  Linker‐Typ  abhängt.  Die  Schutzgruppen  der 
Seitenketten  der  Aminosäuren  werden  oft  danach  gewählt,  dass  sie  simultan  mit  der 






Bei  Anwendung  der  Boc‐Strategie,  der  nach  R.  B.  Merrifield  durchgeführten 
Festphasenpeptidsynthese, erfolgt die Abspaltung der Boc‐Schutzgruppe mit TFA, das zur 
Zersetzung  von  einigen  sensiblen  Peptid‐Bindungen,  sowie  säurekatalysierten 
Nebenreaktionen  führen  könnte.  Die  Abspaltung  des  Peptides  vom  Harz  nach  der  Boc‐
Strategie  erfolgt  über  starke  Säuren  wie  Fluorwasserstoff  (HF)  oder 
Trifluormethansulfonsäure (TFMSA).
[198] 











[196] 66                                                                                                 6. FESTPHASENPEPTIDSYNTHESE (FPPS)     
6.1.2  Lösungsmittel für die Festphasensynthese  
 
Die  primären  Solventien  für  die  Festphasensynthese  sind  Dichlormethan  (DCM),  N‐















Das  säurelabile  Rinkamid‐Harz  wird  erfolgreich  bei  der  Synthese  von  Peptidamiden 










Das  Rinkamid‐MBHA‐Harz  besteht  aus  4‐Methylbenzhydrylaminpolystyren,  dabei  dient 



































































































































































besteht  die  Gefahr  einer  partiellen  Racemisierung,  die  mit  der  Stärke  der  Aktivierung 
zunimmt, da es dabei zu einem gesteigerten elektrophilen Charakter des Carbonyls kommt, 
so dass die CH‐Acidität am Chiralitätszentrum steigt.
[204] 6. FESTPHASENPEPTIDSYNTHESE (FPPS)                69 
Im  Rahmen  dieser  Arbeit  wurde  DIC/HOBt  (118/116)  als  Kupplungsreagenz  in  der 
Festphasenpeptidsynthese verwendet. Dabei wird die Carbonsäure 127 in situ durch DIC 
(118) aktiviert. Dadurch entsteht ein O‐Acylisoharnstoff 124, der sich mit einem Nukleophil, 









































  126    128    123 
Abbildung  29:  Carbonsäureaktivierung  mit  DIC  (118)  zum  O‐Acylisoharnstoff  124  und  Umesterung  des 





























bildet  als  Donor  und  Akzeptor  zwei  parallele  Wasserstoffbrücken  aus,  so  dass  diese 












  129  130   


















































   137   138    
a) HNO3 (1 Äquiv.), H2SO4, ‐10 °C, 79 %; b) Sn (2.9 Äquiv.), konz. HCl, 3 h, Rückfluss, 83 %. 
 















  133   139  140    
a) p‐Phenylendiamin (2.5 Äquiv.), Et3N (2 Äquiv.), abs DCM, RT, 78 %; b) konz H2SO4, RT, 12 h, 35 %. 
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Die Alkylierung erfolgte durch Bromessigsäuremethylester, die Schützung des sekundären 
Amins 141 wurde mit Boc‐Anhydrid und DMAP als Base durchgeführt. Eine anschließende 
























und  anschließender  Umsetzung  mit  Ammoniak  unter  Druck  und  hoher  Temperatur 
hergestellt.
[215] Die Darstellung von 6‐Nitrochinolin‐2‐amin (143) ist nach der Literatur auch 
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Dabei zeigte sich bei Chinolin‐2‐amin (71) keine Aktivität. Bei Chinolin‐2,6‐diamin (145), das 7. EIGENE ARBEITEN UND RESULTATE                          73 
durch Reduktion von 143 mit Wasserstoff und Pd/C als Katalysator hergestellt wurde, konnte 
ein IC50‐Wert von 0.5 mM festgestellt werden. Das Lactam 138 zeigte einen IC50‐Wert von 3‐
4  mM.  6‐Aminochinolin‐2(1H)‐on  (138)  und  Chinolin‐2,6‐diamin  (145)  wiesen  in  hohen 















[a]  IC50 = 0.5 mM IC50 = 3‐4 mM




















6‐Aminochinolin‐2(1H)‐on (138) 1000 n.b. n.b.  n.b.































































































































eine  Affinität  zur  negativ  geladenen  RNA  besteht.  Ebenfalls  positiv  geladen  ist  die 
Aminosäure  Lysin,  deren  Einbau  zu  größerer  Diversität  führt.  Durch  die  Wahl  von  (D)‐




























































H2N‐(D)Arg‐Lactam‐(D)Arg‐CONH2   154 2.5 2.1  5 
H2N‐(D)Arg‐Lactam‐(D)Lys‐CONH2   155 1‐1.5 0.5‐1  
H2N‐(D)Lys‐Lactam‐(D)Arg‐CONH2   156 1.1‐1.5 1.5‐2  
H2N‐(D)Lys‐Lactam‐(D)Lys‐CONH2   157 14 ~25  
H2N‐(D)Arg‐Amidin‐(D)Arg‐CONH2   158 2 1.5‐2  3.2 
H2N‐(D)Arg‐Amidin‐(D)Lys‐CONH2   159 4‐6 ~1  
H2N‐(D)Lys‐Amidin‐(D)Arg‐CONH2   160 2‐4 1.4  
H2N‐(D)Lys‐Amidin‐(D)Lys‐CONH2   161 6‐7 ~2  
 
Ebenfalls wurden mit den Molekülen 154 und 158 massenspektrometrische Untersuchungen 
durch  LILBID  mit  dem  endmarkierten  Tat‐Peptid  des  FRET‐Assays  durchgeführt. 
Komplexbildung  mit  HIV‐1  TAR‐RNA  und  Tat  führte  zu  beobachtbaren  1:1  und  1:2 7. EIGENE ARBEITEN UND RESULTATE                          77 




räumlich  getrennte  Bindungsstellen  an  der  TAR‐RNA  für  argininreiche  Peptide  bestehen. 










einem  zellfreien  Transkriptions‐/Translationsassay  (CFTT‐Assay)  unterzogen.  Der  Assay 
verwendet das Plasmid pIVEX2.3‐GFP, so dass die Menge des entstandenen GFPs mittels 
Fluoreszenzspektrometer  bestimmt  werden  kann.  Dies  führt  zu  einer  Aussage  über  die 










Die  aus  den  Monomeren  hergestellten  Bis‐Arginin‐Tripeptide  H2N‐(D)Arg‐Lactam‐(D)Arg‐
CONH2 (154) und H2N‐(D)Arg‐Amidin‐(D)Arg‐CONH2 (158) wurden sowohl im Reportergen‐
Assay mit HeLa P4 (Lai) als auch im MT‐4 (IIIB)‐Assay untersucht. Dabei zeigte 154 keine 78                                                                                                     7. EIGENE ARBEITEN UND RESULTATE               
Aktivität, was auf die cytotoxischen Eigenschaften der Verbindung zurückzuführen war. Bei 
















H2N‐(D)Arg‐Amidin‐(D)Arg‐CONH2 (158)  10‐50 150 >104  >104
H2N‐(D)Arg‐Amidin‐(D)Lys‐CONH2 (159)  n.b. n.b. >106  >106
H2N‐(D)Lys‐Amidin‐(D)Arg‐CONH2 (160)  n.b. n.b. >21  >21 
H2N‐(D)Lys‐Amidin‐(D)Lys‐CONH2 (161)  n.b. n.b. >21  >21 








der  Anzahl  der  Arginine  abhängt,  aber  unabhängig  von  der  jeweiligen  Konfiguration  ist. 
Tripeptide, die nur Lysin bzw. Histidin enthalten, zeigen schwache Eigenschaften als RNA‐
Ligand.  





































 [a] bestimmt in EtOH/H2O 2:1 (v:v) [b] L/(cm x mol) [c] Fehler ± 5 % 80                                                                                                     7. EIGENE ARBEITEN UND RESULTATE               
Beim Abspalten des Peptides vom Harz kam es durch das Einwirken der üblichen Reagenzien 
(TFA/PhSMe/PhOH/H2O/EDT 82.5:5:5:5:2.5) im Zeitraum von fünf Stunden zur Bildung eines 
einzelnen  Produktes,  das  in  der  Massenspekrometrie  eine  Masse  besitzt,  die  138  g/mol 
höher liegt als das gewünschte Tripeptid. Nebenprodukte mit dem gleichen Massenzuwachs 
wurden  unter  den  gleichen  Bedingungen  bei  der  Abspaltung  des  Peptides  H2N‐(D)Arg‐
(D)5Pyrim‐(D)Arg‐CONH2  beobachtet.
[209]  Durch  Modifikation  der  Abspaltreagenzien 














im  Fluoreszenz‐basierenden  Assay  für  169  erhalten.  Dieser  Wert  wich  von  früher 
gefundenen  Werten  (2  µM)  ab.  Eine  alte  Probe  von  169  wurde  auf  ihre  Konzentration, 
Reinheit und den IC50‐Wert überprüft. Dabei zeigte sich, dass die Probe nach HPLC sauber 
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Tabelle 9: Untersuchung der Tripeptide mit 2‐Pyrimidinyl‐Aminosäure 168 auf Affinität zur HIV‐1 und HIV‐2 
TAR‐RNA durch FRET‐Assay. 
H2N‐(D)X‐(D)2Pyrim‐(D)X‐CONH2 Molekül IC50 [µM] HIV‐1  IC50 [µM] HIV‐2
H2N‐(D)Arg‐(D)2Pyrim‐(D)Arg‐CONH2  169 ~30 ~17
H2N‐(D)Lys‐(D)2Pyrim‐(D)Arg‐CONH2  170 35 ~26
H2N‐(D)Arg‐(D)2Pyrim‐(D)Lys‐CONH2  171 5‐6 4‐5
H2N‐(D)Lys‐(D)2Pyrim‐(D)Lys‐CONH2  172 43 50‐55
 
Die  Komplexierung  von  HIV‐2  TAR‐RNA  mit  der  Verbindung  169  bzw.  171  wurde  von  J. 
Ferner  (Arbeitskreis  Schwalbe,  Universität  Frankfurt)  mittels  1D‐Titrationsexperiment  im 






Tripeptid  169.  Durch  NMR  konnte  dieser  Affinitätsunterschied  zwischen  169  und  171 







P4‐Assay  als  auch  im  MT‐4‐Assay  auf.  Die  zuvor  gefundenen  Aktivitäten  für  H2N‐(D)Arg‐
(D)2Pyrim‐(D)Arg‐CONH2 (169) wurden damit nicht bestätigt und sind möglicherweise durch 
Verunreinigungen zu erklären, die die Aussagen des Reporter‐Gen‐Assays stören.  












H2N‐(D)Arg‐(D)2Pyrim‐(D)Arg‐CONH2 (169)  150  n.b. >147  >147
H2N‐(D)Arg‐(D)2Pyrim‐(D)Lys‐CONH2 (171)  >150 n.b. >152  >152
H2N‐(D)Lys‐(D)2Pyrim‐(D)Arg‐CONH2 (170)  >100 >100 n.b.  n.b. 











Fluorescein  und  Dabcyl  dienen  als  Fluorophor‐Quencher  Paar.  Durch  Komplexierung  von 
Fluorescein‐markierter  TAR‐RNA  mit  Dabcyl‐markiertem  Peptid  verringert  sich  dessen 
Fluoreszenz. Daher besteht die Möglichkeit, den KD‐Wert von Dabcyl‐markierten Peptiden zu 































(L)His‐CONH2  (167)  eine  höhere  Affinität  zur  TARbl  besitzt  als  zu  TARwt.  H2N‐(D)Arg‐
(D)2Pyrim‐(D)Arg‐CONH2  (169)  zeigte  bei  Selektivitätsstudien  eine  Präferenz  zur  Bulge‐
Region,  so  dass  Loop  und  Bulge  bindende  Peptidabschnitte  durch  das  Dabcyl‐markierte 
Octapeptid 300 in einem Molekül vereint wurden. Der interne Vergleich der Affinitäten zu 
Fluorescein‐markierter  TAR‐RNA  zeigt  eine  höhere  Affinität  des  Dabcyl‐markierten 
Octapeptid 300 gegenüber den Dabcyl‐markierten Peptiden 298 und 299, die Teilabschnitte 
des Octapeptides beinhalten, was zum größten Teil auf mehr Ladungen zurückzuführen ist.  













BSA  möglich.  Da  das  Verhalten  des  Assays  gegenüber  bekannten  RNA‐Liganden  nicht 
eindeutig  war,  wurde  von  der  Bestimmung  des  neuen  TAR‐RNA‐Liganden  über  diesen 
Verdrängungs‐Assay Abstand genommen.  
 
Abbildung  32:  Modell  der  Verbindung  des  Quench‐Assays  mit  Verdrängung  des  Komplexes  durch  RNA‐
Liganden 
 
Wenn  Glycin  als  Linker  eingesetzt  wird,  geht  eine  positive  Ladung  verloren.  Um  einen 
Vergleich mit bestehenden Daten zu erhalten wurde Fmoc‐Glycin durch Nα‐Boc‐Nε‐Fmoc‐(L)‐
Lysin  in  der  FPPS  als  Linker  ersetzt.  Dadurch  erhält  man  Dabcyl‐markierte  Peptide  mit 
gleicher Anzahl von Ladung wie bei den nicht markierten Peptiden. 

























































bindet  die  Guanidiniumgruppe  nicht  G26  und  die  beiden  Phosphate  simultan,  sondern 
entweder an die beiden Phosphate oder an das Guanosin (Abbildung 8 und Abbildung 9).
[9] 
Durch  Überlagerung  der  beiden  Bindungsschemata  kommen  Derivate  des  3,5‐
Diaminopyrazol als mögliche Inhibitoren des Tat‐TAR‐RNA Komplexes in Betracht (Abbildung 
34). Da der Protonierungsgrad für die Bindung wichtig ist, wurden die pKa‐Werte bestimmt, 





















































  173    174    175  
a) EtOH (2.2 Äquiv.), 1,4‐Dioxan, HCl(g), 12 h, 92 %; b) K2CO3, Et2O, 88 %.
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Eine  C‐C‐Kreuzkupplung  nach  Sonogashira  ist  mit  Brompyrazol  177  und  dem  Boc‐
geschützten 3,5‐Diamin‐4‐brompyrazol (178) nicht möglich.  
Weitere  Derivate  von  3,5‐Diaminopyrazol  wurden  ebenfalls  ausgehend  von  Malon‐
säuredinitril (173) hergestellt. Dazu wurde Malonsäuredinitril (173) alkyliert
[228] zu R = Allyl 























NH2 H2N a b
 
  173  183   184   
a) Benzylbromid (1 Äquiv.), TBAB (4 mol%), K2CO3 (1 Äquiv.), RT, 11 h; b) N2H4xH2O (1 Äquiv.), EtOH, Rückfluss, 
15 h, 20 %. 
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7.6.1  Untersuchung der Bindungseigenschaften von Diaminopyrazol‐Derivaten 
 







unprotonierten  Diaminopyrazolen  176,  178,  180,  182  und  184.  Um  die  Affinitäten  der 
Kationen der Diaminopyrazole 176, 178, 180, 182 und 184 untersuchen zu können, wurde 
der  Assay  bei  pH  6.0  durchgeführt.  Dabei  zeigten  die  Diaminopyrazole  mit  großen 
Substituenten  an  der  4‐Position  182  und  184  IC50‐Werte  zwischen  1.5  und  1.8  mM. 
Diaminopyrazole  mit  keinem  oder  kleinem  Substituenten  176  und  180  wiesen  dabei 






















R = H  176  10‐12 0.7‐0.8 6.1
b  >40 µM










R = CH2C6H5  184  8 1.5‐1.8 6.2
b  





R = Br  178  8 ‐‐  























































































































Inkubation  mit  Staphylococcus  aureus  (ATCC  29213),  Escherichia  coli  (ATCC  25922), 
Enterococcus  faecalis  (ATCC  29212),  multiresistente  Enterococcus  faecalis  (VRE)  und 
multiresistente Staphylococcus aureus (MRSA) keine Aktivität bis 160 µM.  








pKa MIC  (S.  aureus,  E.  coli,  E. 
faecalis  multiresistente  E. 
faecalis und S. aureus) 
  190     inaktiv
a inaktiv
a ‐ >160 µM









führt  zu  Verbindung  196.  Die  reduzierte  Form  des  1H‐Pyrazolo[3,4‐b]chinoxalin‐3‐ylamin 






























  196    197    198   
 
Die  reduzierte  Form  197  ging  jedoch  sehr  schnell  in  die  oxidierte  Form  196  über.  Die 
Reduktion erfolgte im Assay durch die Zugabe des Reduktionsmittels Natriumdithionit. Die 
anschließende unerwünschte Oxidation der reduzierten Form im Assay erfolgte umgehend 


























































Ausgehend  von  den  möglichen  Syntheserouten  zum  1‐Methyl‐1H‐pyrazolo‐[4,3‐b]‐
quinoxalin‐3‐amin  (202)  (Abbildung  37)  wurde  versucht,  4‐Brom‐1‐methyl‐3,5‐dinitro‐1H‐
pyrazol  (207)  mit  208‐219



















  201    202    203  202   
Abbildung 37: Syntheserouten zu 1‐Methyl‐1H‐pyrazolo‐[4,3‐b]‐quinoxalin‐3‐amin (202) a) H2, Pd/C, EtOH, 56 
% b) NaBH4, 2 N NaOH, Rückfluss, 59 % 
















































  216  217  218  219  
1) 100 °C, DMSO 
 
Die  erfolgreiche  Reaktion  von  Brompyrazol  207  mit  dem  Anilinderivat  219  führte  zum 
























POCl3  versetzt.  Nach  Aufarbeitung  durch  Hydrolyse  erhielt  man  das  Nitril  225,  das  mit 
Meerwein‐Salz  alkyliert  wurde.  Nachfolgende  Reaktionen  des  Ethers  226  mit  Hydrazin‐
Monohydrat  führten  nicht  zum  gewünschten  methylierten  Phenazin  199.  Dünnschicht‐
chromatographie der Reaktion zeigte vollständige Umsetzung des Edukts und die Entstehung 
































































  225    227   



























von  2‐Nitrophenol  (214)  aus.  Nach  Zugabe  von  Diethyl‐2‐brommalonat  wurde  der 
resultierende Diethylester 231 zum Ethylester 232 reduziert. Dieser wurde durch Lawesson`s 
Reagenz
[237]  in  das  Thiolactam  233  übergeführt.




























































































































































anschließend  mit  Hydrazin‐Monohydrat  versetzt.  Der  in  der  Cyclisierung  austretende 
Schwefelwasserstoff konnte nachgewiesen werden und nach vollständigem Verbrauch des 
Thiolactams 241 wurde die Reaktionslösung mit Pikrinsäure‐Lösung versetzt, so dass das 
Pikrat von  200  sauber aus der Lösung ausfiel. Zur Untersuchung des Produkts  auf seine 
Eigenschaft als Inhibitor der Tat‐TAR Wechselwirkung erfolgte die Überführung des Pikrats in 
das jeweilige Hydrochlorid. Durch HPLC wurde die Stabilität des sich schnell zersetzenden 



















  241    242    200   
c) Lawesson`s Reagenz (1 Äquiv.), THF, 2 h, 50 °C, 35 %; d) 1. N2H4xH2O (1.2 Äquiv.), EtOH, 5 min, RT, 2. 
Pikrinsäure, MeOH, 92 % 
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7.10.1  Untersuchung der Bindungseigenschaften von Phenazin‐Derivaten 
 
Das  Triaminopyrazol‐Gerüst  eingefügt  in  ein  Phenazin‐ähnliches  Grundgerüst  196  sollte 
ebenfalls  nur  in  der  protonierbaren  reduktiven  Form  197  eine  Affinität  zur  TAR‐RNA 
aufweisen.  Die  Darstellung,  Stabilisierung  und  Analyse  der  reduzierten  Verbindung 
gestaltete sich schwierig. Bei Vermessung der oxidierten 196 und der reduzierten Form 197 
(Zugabe  von  Na2S2O4  in  den  Assay)  im  FRET‐Assay  konnte  keine  Affinität  zur  TAR‐RNA 
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7.11  Untersuchungen der synthetisierten RNA‐Liganden auf Selektivität 
 
Untersuchungen  auf  Selektivität  fanden  mit  Dabcyl‐Gly‐(L)Arg‐(D)2Pyrim‐(L)Arg‐Gly‐(L)His‐
(L)His‐(L)His‐CONH2  (300)  und  H2N‐(L)Lys
Dabcyl‐(D)Arg‐Amidin‐(D)Arg‐CONH2  (292)  statt. 
Obwohl keine 1:1 Komplexe gebildet wurden und somit die Dissoziationskonstante nicht 
exakt  bestimmbar  war,  bestand  trotzdem  die  Möglichkeit,  aus  den  Bindungsdaten  der 
synthetisierten Peptide gegen verschiedene Mutanten der TAR‐RNA bevorzugte Affinitäten 
zu bestimmten Strukturmustern zu erhalten. Für diese Untersuchung wurden folgende mit 

























































































































Abbildung 40: Loop‐freie‐TAR‐RNA (TARll) 100                                                                                                     7. EIGENE ARBEITEN UND RESULTATE               
Die Selektivitätsuntersuchung der TAR‐RNA Mutanten mit 292 erfolgte mit Zugabe von 1 
mM  Magnesium‐Salz  und  alternativ  ohne  diesen  Zusatz. Die  Zuführung  des  Magnesiums 
diente der Einstellung physiologischer Bedingungen. Durch die zweifach positiv geladenen 
Ionen  sollte  die  Möglichkeit  geschaffen  werden,  durch  Herabsetzen  der  Affinität  die 
Selektivität zu erhöhen. In keinem der Experimente mit 300 und 292 konnten allerdings 
bevorzugte Bindungsstellen nachgewiesen werden.  





































































NH2-T10 - -T4  
Abbildung 41: Modell der HIV‐1 TAR‐RNA  Abbildung 42: Modell der HIV‐2 TAR‐RNA 
 
Die  Tripeptide  mit  Lactam  und  2‐Pyrimidinyl  als  heteroaromatischem  Rest  zeigen  die 
Tendenz, dass geringfügig bessere Affinitäten zu HIV‐2 TAR‐RNA bestehen. Die beiden Bis‐
Lysine  157  und  161  weisen  eine  höhere  Affinität  zu  HIV‐1  TAR‐RNA  auf.  Tripeptide  mit 
Amidin als Rest besaßen vergleichbare Bindungsdaten zu den beiden TAR‐RNAs. Generell 
zeigte  sich,  dass  Tripeptide  mit  mindestens  einem  Arginin  höhere  Affinitäten  zu 
unterschiedlichen  TAR‐RNAs  aufweisen  als  Tripeptide mit nur  Lysin  in  den  flankierenden 
Positionen.  Allgemein  ist  zu  sagen,  dass  alle  Klassen  von  TAR‐RNA‐Liganden  geringe 
Selektivitäten aufweisen, was daran liegen dürfte, dass die Komplexierung der TAR‐RNA mit 
zellulären  Faktoren  und  Liganden  zu  unterschiedlichen  Konformationen  führt,  das  ein 
allgemeines Prinzip für Bindungen kleiner Moleküle erschwert. 








virtuellen  Screenen  einer  kommerziellen  Substanzbiliothek.  Mit  Acetylpromazin  (36)  und 
CGP 40336A (28) wurden literaturbekannte Verbindungen mit starker Affinität zur Bulge‐
Region der TAR‐RNA als Referenzliganden eingesetzt. Die Ringsysteme der Referenzliganden 




SQUID  eine  Substanzbibliothek  gescreent.  Die  daraus  gewonnene  Verbindung  243  wies 
einen IC50‐Wert von 46 µM auf, was eine stärkere Inhibierung als die des Referenzliganden 
Acetylpromazin  (36)  (IC50  =  500  µM)  bedeutet.  Der  neue  RNA‐Ligand  243  wurde  durch 
fragmentbasiertes  Moleküldesign  in  Teilstrukturen  zerlegt  und  automatisch  in  ein  neues 
Molekül  angeordnet.
[65]  Die  verwendete  de  novo  Design  Software  Flux  besitzt  einen 













  243    244   
In  Zusammenarbeit  mit  der  Arbeitsgruppe  Schneider  wurde  nach  retrosynthetischen 




[243,  244]  und  4‐Chloranilin  und  anschließende  N‐Alkylierung  mit  2‐








N Br N N
 
  244  245    246    136 
Die Bromierung des Chinolins (136) mit NBS in 95 %iger H2SO4 führte zu einer Mischung.
[243, 

















































Ein  Ansatz  mit  Acetylpromazin  (36)  als  Templatstruktur  zeigte  die  Anwendbarkeit  des 






(MIC)  war  nicht  möglich.  Auch  weitere  antimikrobielle  Tests  mit  Staphylococcus  aureus 
(ATCC  29213),  Escherichia  coli  (ATCC  25922),  Enterococcus  faecalis  (ATCC  29212), 





Aufgrund  der  Optimierung  der  Buchwald‐Hartwig  Reaktion
[241,  242]  durch  Bestrahlung  mit 
Mikrowellen wurden diese Bedingungen auch an einem Schlüsselschritt in der Synthese von 
N‐arylierten  Benzimidazolonderivaten  angewandt,  die  weiterverarbeitet  als  axial‐chirale 




















  250    251    252   
a) POCl3 (1.2 Äquiv.), Pyridin, 0‐5 °C, 1 h, 73 %; b) Anilin (1.1 Äquiv.), NaOt‐Bu (1.5 Äquiv.), Pd(dppf)Cl2 (249) 
(2.5 mol%), Toluol, MW, 100 W, Rückfluss, 1 h, 18 %.  







besteht  ein  besonderes  Interesse  Peptide  mit  weiteren  heteroaromatischen  Resten  zu 
untersuchen. Einige Heteroaromaten sind potentielle RNA‐Ligand, da diese elektrostatische 
und hydrophobe Wechselwirkungen eingehen können. Durch Übergangsmetall‐katalysierte 
























Zum  Erhöhen  der  Diversität  der  Sequenz  der  Tripeptide  wurden  Lysin  und  Arginin  als 
flankierende  Aminosäuren  eingebaut.  Die  Eigenschaft  der  Peptide  als  Inhibitoren  des 
Komplexes von HIV‐1 bzw. HIV‐2 TAR‐RNA zu Tat wurde mittels fluoreszenzbasiertem Assay 
untersucht. Die Tripeptide H2N‐(D)Arg‐Lactam‐(D)Arg‐CONH2 (154) und H2N‐(D)Arg‐Amidin‐
(D)Arg‐CONH2  (158)  wiesen  dabei  IC50‐Werte  von  2‐3  µM  auf,  die  durch  Fluoreszenz 
Korrelations  Spektroskopie  (FCS)  verifiziert  wurden.
[246]  Der  Austausch  von  Arginin  durch 





bestimmt.  Dieser  Effekt  ist  nicht  auf  Cytotoxizität  zurückzuführen.  In 
massenspektrometrischen  Untersuchungen  von  158  und  Tat  durch  LILBID  konnten  bei 106                                                                                                                          8. ZUSAMMENFASSUNG                    
beiden  Peptiden  1:1  und  1:2‐Komplexe  mit  HIV‐1  TAR  beobachtet  werden.  In 
Verdrängungsexperimenten eines Tat‐TAR‐Komplexes durch 158 konnten die jeweiligen 1:1 






























eine  noch  höhere  Affinität  zur  TAR‐RNA  als  das  Bisarginin‐Tripeptid  169.  Diese 
Affinitätsunterschiede konnten durch NMR bestätigt werden. Auch hier kam es zur Bildung 
höherer Komplexe, die mit den massenspektrometrischen Daten übereinstimmten.  
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8.3  Bestimmung der Dissoziationskonstanten der Peptide 
 
Im  Rahmen  dieser  Arbeit  wurde  ein  Quench‐Assay  basierend  auf  einer  Fluorescein‐
markierten TAR‐RNA zur Bestimmung von Dissoziationskonstanten der Lactam‐, Amidin‐ und 
2‐Pyrimidinyl‐haltigen  Peptide  angewandt.  Aufgrund  fehlender  Eigenfluoreszenz  der  2‐
Pyrimidinyl‐haltigen  Peptide  und  keiner  Fluoreszenzänderung  bei  Lactam  und  Amidin‐
haltigen Peptiden bei Komplexierung mit TAR‐RNA war eine direkte KD‐Bestimmung für diese 
Peptide nicht möglich. Daher wurden die Peptide über einen Glycin‐ bzw. Lysin‐Linker mit 
dem  Akzeptorfarbstoff  Dabcyl  gekuppelt.  Fluorescein  und  Dabcyl  dienen  dabei  als 
Fluorophor‐Quencher  Paar.  Durch  Komplexbildung  der  Peptide  mit  markierten  TAR‐RNA 
verringert  sich  deren  Fluoreszenz.  Unter  Annahme  eines  1:1‐Komplexes  ist  aus  der 
Fluoreszenzänderung  die  Dissoziationskonstante  ermittelbar.  Durch  Vergleiche  der 
theoretischen Kurven mit den experimentell bestimmten Kurven konnten keine reinen 1:1 










aufgestellt.  In  diesem  wurden  zwei  Guanidinium‐Gruppen  übereinandergelegt,  so  dass 





vor,  was  zu  einer  erhöhten  Affinität  (IC50  =  2‐3  mM)  führt.  Bei  pH  6.0  liegen  die 
Diaminopyrazole protoniert vor. Dabei führen große Substituenten 182 und  184 zu  IC50‐
Werte zwischen 1.5 und 1.8 mM. Diaminopyrazole mit kleinen Substituenten 176 und 180 
weisen  dabei  denselben  IC50‐Wert  (0.7‐0.8  mM)  wie  Triaminopyrazol  185  auf.  Damit 



















R = H  176  10‐12  0.7‐0.8 6.1
b >40 µM 










R = CH2C6H5  184  8  1.5‐1.8 6.2
b  





R = Br  178  8 ‐ ‐  
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8.5  Phenazinartige Verbindungen 
 
Die  Struktur  des  Triaminopyrazols  185  wurde  in  ein  phenazinartiges  Grundgerüst 
eingebettet.  Dabei  sollte  die  reduzierte  Form  des  1H‐Pyrazolo[3,4‐b]chinoxalin‐3‐ylamin 
















































Untersuchungen  auf  Selektivität  gegenüber  HIV‐1  und  HIV‐2‐TAR‐RNA  zeigten  keine 
Affinitätsunterschiede  der  Lactam‐,  Amidin‐  und  2‐Pyrimidinyl‐haltigen  Tripeptide. 
Affinitäten  von  unterschiedlichen  Peptiden  zu  Mutationen  der  TAR‐RNA  (TARwt,  TARbl, 
TARll) waren einander sehr ähnlich, so dass von Selektivität kaum gesprochen werden kann. 
Allgemein  ist  zu  sagen,  dass  alle  Klassen  von  TAR‐RNA‐Liganden  geringe  Selektivitäten 
aufweisen. Aufgrund der großen Flexibilität der TAR‐RNA ist das Strukturdesign erschwert, 
so  dass  kleine  Moleküle  mit  mehr  struktureller  Variabilität  auf  kleinem  Raum  dort 
Erfolgsaussichten haben.  
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9.  AUSBLICK 
 
In  der  vorliegenden  Arbeit  war  das  Ziel  die  Synthese  von  RNA‐Liganden,  die  eine  hohe 
Affinität und Selektivität zur TAR‐RNA aufweisen sollten. Dazu wurden peptidomimetische 
Bausteine  mit  heteroaromatischen  Resten  dargestellt,  die  die  Möglichkeit  haben,  zwei 
parallele Wasserstoffbrückenbindungen auszubilden und mit Purinbasen über Hoogsteen‐
Basenpaarung  (Abbildung  3  und  Abbildung  4)  wechelzuwirken.  Die  aus  den 
peptidomimetischen Bausteinen gewonnenen Tripeptide weisen hohe Affinitäten zur TAR‐
RNA auf und gehören zu den besten RNA‐Liganden der Arbeitsgruppe. Zur Untersuchung auf 
Selektivitäten  wurde  die  Affinität  der  Tripeptide  gegenüber  verschiedenen  unmarkierten 
Mutanten der TAR‐RNA im FRET‐Assay (Abbildung 19) vermessen. Weitere Analysen fanden 
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71  145  258  259  260 
inaktiv  500 µM  400 µM 2000 µM 40 µM 
Ausgehend von den Daten dieser Dissertation und der Diplomarbeit von M. Zeiger ließ sich 





















































aufgenommen;  die  Auswertung  der  Spektren  erfolgt  mit  dem  Programm  MestreC.  Die 
chemische Verschiebung δ wurde in ppm angegeben und auf das jeweilige Lösungsmittel 




für  Quintett,  sx  für  Sextett  und  m  für  Multiplett  angegeben. 
13C‐Signale  (δ)  wurden 
Protonen‐entkoppelt  relativ  zu  CDCl3  (t,  77.0  ppm)  oder  DMSO  (Septett,  39.43  ppm) 








ganze  Zahlen  gerundet  und  in  Wellenzahlen  (cm









Die  Bestimmung  der  Schmelzpunkte  erfolgte  mit  einem  Heiztischmikroskop  nach  Kofler 







Für  die  Dünnschichtchromatographie  wurden  mit  Kieselgel  60  F254  beschichtete 
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Semipräparative Hochdruckflüssigkeitschromatographie: 
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Kristallstrukturanalysen: 






sterilen  Einmalgeräten  oder  autoklavierten  Plastikerzeugnissen  durchgeführt.  Durch 
Behandlung von Milipore‐Wasser mit 0.1 % (v/v) DEPC über Nacht bei Raumtemperatur und 
anschließendes Autoklavieren (30 Minuten bei 121 °C) wurde steriles Wasser generiert. Für 
RNA‐Lösungen,  Reaktionspuffer  und  Peptid‐Lösungen  wurde  steriles  Wasser  (DEPC 




































































































































































































  berechnet  C: 44.63   H: 5.24  

























propenylchlorid  (133)  (0.59  mol,  1  Äquiv.)  gelöst  in  150  mL  Chloroform  hinzu.  Nach 
vollständiger  Zugabe  wurde  die  Lösung  für  eine  Stunde  zum  Rückfluss  erhitzt  und 















































  berechnet  C: 69.09  H: 6.85  N: 7.32 
  gefunden  C: 69.33  H: 6.81  N: 7.36 
  




































































  berechnet  C: 64.06  H: 6.84  N: 13.58 



















































































  berechnet  C: 74.47  H: 4.86  N: 9.65 
































































  berechnet  C: 56.85  H: 3.18  N: 14.73 
  gefunden  C: 57.13  H: 3.03  N: 14.86 
  

























5.31  g  N‐(4‐Aminophenyl)‐(E)‐3‐ethoxyacrylamid  (139)  (25  mmol,  1  Äquiv.)  wurden 
portionsweise zu 15 mL konzentrierter Schwefelsäure gegeben und für zwölf Stunden bei RT 
gerührt.  Zur  Aufarbeitung  wurde  der  Reaktionsansatz  auf  300  mL  Eis  gegeben  und 
anschließend der pH‐Wert mit 6 N NaOH auf 9 eingestellt. Die wässrige Lösung engte man 
zur  Trockene  ein  und  extrahierte  den  Rückstand  mit  siedendem  Methanol.  Das  Extrakt 
wurde  über  MgSO4  getrocknet  und  eingeengt.  Der  verbleibende  Feststoff  wurde 
säulenchromatographisch gereinigt (MeOH/EtOAc 1:9 + 1 % NH3). Zur weiteren Aufreinigung 
wurde  das  Rohprodukt  in  MeOH  aufgelöst  und  unlösliche  Bestandteile  durch  Filtration 
entfernt. 1.40 g (35 %) 6‐Amino‐1H‐chinolin‐2‐on (140) erhielt man als gelben Feststoff. Eine 



















































  berechnet  C: 46.28  H: 2.85  N: 17.99 






















5.50  g  6‐Nitro‐1H‐chinolin‐2‐on  (137)  (28.9  mmol,  1  Äquiv.)  wurde  in  konz.  HCl  (70  mL) 
aufgelöst  und  mit  10.00  g  pulverisiertem  Zinn  (84.2  mmol,  2.9  Äquiv.)  versetzt.  Das 
Reaktionsgemisch wurde für drei Stunden auf 100 °C erhitzt. Zur Aufarbeitung wurde der 
Reaktionslösung  1.00  g  Zinn  (8.42  mmol,  0.29  Äquiv.)  zugegeben  und  für  weitere  zehn 
Minuten bei 100 °C weitergerührt. Die Abtrennung des überschüssigen Zinns erfolgte über 







































 10. EXPERIMENTELLER TEIL                  1 3 1  
Elementaranalyse:  C9H9ClN2O (196.63) 
  berechnet  C: 54.97  H: 4.61  N: 14.25 
























100  mg  Lactam  Hydrochlorid  138  (0.51  mmol,  1  Äquiv.)  wurde  mit  637  µL 
Essigsäureanhydrid (629 mg, 6.78 mmol, 13.3 Äquiv.) und 71 µL Triethylamin (0.51 mmol, 1 
Äquiv.) versetzt und zwei Stunden zum Rückfluss erhitzt. Nach dem Erkalten der Lösung 
wurde  der  Niederschlag  durch  Filtration  gewonnen,  mit  Wasser  gewaschen  und  im 









































  berechnet  C: 63.93  H: 4.95  N: 11.47 






















%)  zuzusetzen.  Nach  einem  Austausch  von  Argon  gegen  Wasserstoff  (1  bar)  wurde  die 
Suspension  bei  40  °C  weitergerührt.  Durch  Analyse  per  Dünnschichtchromatographie 
(EtOAc/MeOH 9:1) wurde eine vollständige Umsetzung des 6‐Nitro‐1H‐chinolin‐2‐on (137) 
nach  30  Minuten  festgestellt.  Die  Aufarbeitung  der  Reaktionsmischung  erfolgte  durch 
Zugabe von MeOH (50 mL), einer Erwärmung der Mischung auf 60 °C, Filtration über Celite
®, 
Verdampfung  des  Lösungsmittelgemisches,  Adsorption  auf  Kieselgel, 
säulenchromatographische  Aufreinigung  (Laufmittelgradient:  EtOAc/MeOH  9:1 →  

































  berechnet  C: 67.49  H: 5.03  N: 17.49 

























erfolgte  eine  Zugabe  von  35  mg  Pd/C  (10  Massen‐%).  Im  Anschluss  daran  konnte  die 
Argonatmosphäre  gegen  eine  Wasserstoffatmosphäre  (1  bar)  getauscht  werden.  Die 
Suspension wurde bei 40 °C für 30 Minuten weitergerührt. Nach Analytik (DC: EtOAc/MeOH 
9:1) erfolgte die Aufarbeitung der Reaktionsmischung durch Zugabe von MeOH (50 mL), 
erwärmen  der  Mischung  auf  60  °C,  filtrieren  über  Celite
®,  Verdampfen  des 
Lösungsmittelgemisches, Adsorption auf Kieselgel, säulenchromatographische Aufreinigung 
(Laufmittelgradient:  EtOAc/MeOH  9:1 →  EtOAc/MeOH  1:1).  72  mg  (25  %)  6‐Amino‐3,4‐
dihydro‐1H‐chinolin‐2‐on (263) wurde als farbloses Pulver erhalten. 153.8 mg (53 %) des 










































  berechnet  C: 66.65  H: 6.21  N: 17.27 




















der  Zugabe  von  5.7  g  pulverisiertem  Natriumamid  (0.145  mol,  1.1  Äquiv.)  wurde  die 136                                                                              10. EXPERIMENTELLER TEIL     
Reaktionslösung  auf  100  °C  erhitzt.  Über  einen  Blasenzähler  konnte  die 
Wasserstoffentwicklung  beobachtet  werden.  Nach  beendeter  Gasentwicklung  wurde  die 
Reaktionslösung abgekühlt. Anschließend wurde erst dest. Wasser (20 mL) und dann konz. 
HCl (20 mL) tropfenweise zugegeben, wobei ein rötlicher Niederschlag ausfiel, der abfiltriert 
wurde.  Aus  dem  Filtrat  wurde  die  wässrige  Phase  abgetrennt,  mit  6  N  NaOH  auf  pH  9 
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Elementaranalyse:  C9H8N2 (144.17) 
  berechnet  C: 74.98  H: 5.59  N: 19.43 



















Äquiv.)  und  7.54  g  Phosphorpentachlorid  (36  mmol,  2  Äquiv.)  für  drei  Stunden  unter 
Rückfluss  erhitzt.  Nach  dem  Abkühlen  der  Reaktionsmischung  auf  RT  musste  zur 
Aufarbeitung  auf  Eis  gegossen  werden.  Das  ausgefallene  Produkt  wurde  abfiltriert  und 










































  berechnet  C: 51.82  H: 2.42  N: 13.43 



















nitro‐chinolin  (264)  (18  mmol,  1  Äquiv.)  wurde  portionsweise  in  die  Autoklavenhülse 
gegeben. Sodann erfolgte ein Rühren der Suspension im Autoklaven für die Dauer von 20 









































  berechnet  C: 57.14  H: 3.73  N: 22.21 

















































































  berechnet  C: 46.57  H: 4.78  N: 18.10 






















gelöst  und  anschließend  wurden  1.82  g  (Boc)2O  (8.32  mmol,  3  Äquiv.)  und  1.17  mL 
Triethylamin (8.32 mmol, 3 Äquiv.) zur Reaktionslösung gegeben. Durch eine Analyse per 




adsorbiert,  säulenchromatographisch  aufgereinigt  (n‐Hex/EtOAc  9:1 →  n‐Hex/EtOAc  1:1) 
und  anschließend  im  Ölpumpenvakuum  getrocknet,  wobei  (6‐Nitro‐chinolin‐2‐














































  berechnet  C: 58.13  H: 5.23  N: 14.53  


























butylester  (265)  (3.45  mmol,  1  Äquiv.)  in  abs.  EtOH  (10  mL)  suspendiert  und  im 
Argongegenstrom mit 300 mg (30 Massen‐%) Pd/C versetzt. Danach erfolgte ein Austausch 
von  Argon  gegen  Wasserstoff  (1  bar).  Die  Reaktionskontrolle  erfolgte  mittels 
Dünnschichtchromatographie,  wobei  eine  vollständige  Umsetzung  bei  40  °C  nach  einer 
Stunde  beobachtet  wurde.  Zur  Aufarbeitung  wurde  durch  Zugabe  von  10  mL  EtOH  und 
Erwärmung  auf  70  °C  das  Reaktionsgemisch  in  Lösung  gebracht.  Die  Reaktionsmischung 
wurde  über  Celite
®  abgesaugt  und  mit  EtOH  nachgewaschen.  Nach  Adsorption  des 
Rohprodukts auf Kieselgel erfolgte die Aufreinigung säulenchromatographisch (n‐Hex/EtOAc 














































  berechnet  C: 64.85  H: 6.61  N: 16.20  




























































































  berechnet  C: 61.62  H: 6.39  N: 12.68  









































DMAP  (16.7  mmol,  5  Äquiv.)  und  3.65  g  (Boc)2O  (16.7  mmol,  5  Äquiv.)  versetzt  und 
anschließend über Nacht bei RT gerührt. Nach vollständiger Umsetzung des Edukts (DC: n‐
Hex/EtOAc 2:1) wurden dest. Wasser (20 mL) zugegeben und mit Et2O (3 x 40 mL) extrahiert. 










































































  berechnet  C: 61.00  H: 7.02  N: 7.90  







































Nach  einer  Stunde  bei  RT  konnte  eine  vollständige  Umsetzung  des  Edukts  per 
Dünnschichtchromatographie  (EtOAc/MeOH  9:1)  festgestellt  werden.  Zur  Aufarbeitung 
wurde das Lösungsmittelgemisch verdampft, der Reaktionsrückstand mit 1 N HCl auf pH 5 
eingestellt und mit EtOAc (2 x 20 mL) extrahiert. Die organischen Extrakte wurden mit 1 N 



























































  berechnet  C: 60.42  H: 6.52  N: 10.07 

























gelöst  und  unter  Argon  wurden  2.36  mL  DIPEA  (13.79  mmol,  1.17  Äquiv.)  und  1.2  mL 
Bromessigsäuremethylester  (13.05  mmol,  1.1  Äquiv.)  zugeführt.  Nach  erfolgter  Zugabe 150                                                                              10. EXPERIMENTELLER TEIL     
wurde die Reaktionsmischung für 15 Stunden bei RT gerührt. Nach vollständiger Umsetzung 
(DC:  EtOAC/MeOH  9:1)  wurde  das  Lösungsmittel  verdampft,  das  Reaktionsgemisch  auf 
















































  berechnet  C: 62.06  H: 5.21  N: 12.06 
































das  Edukt  noch  nicht  vollständig  umgesetzt  war  (DC:  DCM/MeOH  9:1),  wurden  dem 
Reaktionsansatz  weitere  1.18  g  DMAP  (9,65  mmol,  1  Äquiv.)  und  2.11  g  (9.66  mmol,  1 
Äquiv.)  (Boc)2O  hinzugefügt.  Nach  weiteren  15  Stunden  Rühren  bei  60‐70  °C  war  die 
Reaktion  abgeschlossen.  Zur  Aufarbeitung  wurde  das  Lösungsmittel  verdampft,  der 
Rückstand mit EtOAc (20 mL) gelöst, mit 1 N HCl (1 x 10 mL) gewaschen, getrocknet (MgSO4), 
auf Kieselgel adsorbiert und säulenchromatographisch aufgereinigt (Laufmittelgradient: n‐























































  berechnet  C: 61.44  H: 6.07  N: 8.43 
































mL) gelöst und mit 894 mg LiOH*H2O (21.34 mmol, 10 Äquiv.) versetzt. Anschließend wurde 10. EXPERIMENTELLER TEIL                  1 5 3  
die  Reaktionsmischung  bei  RT  15  Stunden  lang  gerührt.  Zur  Aufarbeitung  wurde  das 
Lösungsmittelgemisch verdampft, der pH‐Wert durch 1 N HCl auf pH 4 eingestellt, mit EtOAc 
(2 x 10 mL) extrahiert, die organische Phase mit 1 N HCl (1 x 10 mL) und gesättigter NaCl‐




























































  berechnet  C: 60.37  H: 5.70  N: 8.80 
























































gegen EtOAc (20 mL) getauscht wurde. Die Reaktionslösung wurde schließlich mit gesättigter 10. EXPERIMENTELLER TEIL                  1 5 5  
NaHCO3 (2 x 20 mL), gesättigter wässriger NaCl‐Lsg. (2 x 20 mL) und destilliertem Wasser (20 
mL) gewaschen, getrocknet (MgSO4), auf Kieselgel adsorbiert und säulenchromatographisch 
(Laufmittelgradient:  EtOAc/n‐Hex  1:1 →  EtOAc/n‐Hex  9:1 →  EtOAc)  aufgereinigt.  Nach 




























  169.88,  169.60,  156.17,  153.73,  152.75,  151.57,  144.18,  143.73, 
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Elementaranalyse:  C41H47N5O9 (753.84) 
  berechnet  C: 65.32  H: 6.28  N: 9.29 
  gefunden  C: 65.08  H: 6.52  N: 9.02 
















Äquiv.)  unter  Argon  mit  3  mL  absolutem  DMF  in  Lösung  gebracht.  Danach  erfolgte  zur 
entgasten Lösung die Zugabe von 173 µL N‐Methylmorpholin (1.57 mmol, 2 Äquiv.), 894 mg 
HBTU (2.36 mmol, 3 Äquiv.) und 378 mg ‐(Fmoc‐aminethyl)glycin‐Hydrochlorid (149) (0.97 
mmol,  1.2  Äquiv.).  Nach  drei  Stunden  konnte  eine  vollständige  Umsetzung  per 
Dünnschichtchromatographie (EtOAc/MeOH 9:1) festgestellt werden. Im Anschluss wurde 
das  Lösungsmittel  unter  Vakuum  verdampft  und  gegen  EtOAc  (20  mL)  getauscht.  Die 
Reaktionslösung wurde mit gesättigter NaHCO3 (2 x 20 mL) und gesättigter wässriger NaCl‐


































































  169.93,  169.66,  161.73,  161.72,  156.20,  143.77,  143.69,  140.64, 
139.87,  136.53,  127.52,  126.95,  125.03,  124.96,  124.59,  122.04, 








  berechnet  C: 66.04  H: 5.85  N: 8.56 
  gefunden  C: 65.79  H: 5.80  N: 8.38 
       































































N)  (3  x  15  mL)  und  gesättigter  wässriger  NaCl‐Lsg.  (1  x  15  mL)  gewaschen,  getrocknet 












HPLC‐Bedingungen:  analytisch:  Reprosil  AQ,  125x4.6,  0.1  %  TFA/MeCN  42:58,  0.8 
mL/min, tR = 24.23 min 




  13.8‐12.5  (bs,  1H,  COOH  austauschbar  mit  D2O),  11.7  (s,  1H, 






































































































HPLC‐Bedingungen:  analytisch:  Reprosil  AQ,  125x4.6,  0.1  %  TFA/MeCN  42:58,  0.8 
mL/min, tR = 24.84 min 


















  171.03,  169.15,  159.05,  158.51,  156.79,  154.35,  152.86,  151.10, 






























  148   269    270   
 
 
100  mL  Ethylendiamin  (148)  (1.49  mol,  10  Äquiv.)  wurde  unter  Rühren  bei  4  °C 
portionsweise mit 14.10 g Chloressigsäure (269) (0.149 mol, 1 Äquiv.) versetzt. Anschließend 




und  anschließend  unter  Vakuum  getrocknet.  Die  Mutterlauge  wurde  für  die  weitere 
























  berechnet  C: 40.67  H: 8.53  N: 23.71 


















































  berechnet  C: 29.28  H: 6.88  N: 13.66 
  gefunden  C: 29.06  H: 6.61  N: 13.46 








































3.00  g  Methyl  2‐(2‐aminoethylamino)acetat  dihydrochlorid  (271)  (14.6  mmol,  1  Äquiv.) 
wurde in 30 mL dest. Wasser gelöst und unter kräftigem Rühren wurde eine Lösung aus 5.00 10. EXPERIMENTELLER TEIL                  1 6 5  
g Fmoc‐ONSu (14.8 mmol, 1 Äquiv.) in 1.4‐Dioxan (120 mL) zugegeben. Anschließend gab 
man innerhalb von 20 Minuten eine Lösung von 3.73 g NaHCO3 (44.4 mmol 3 Äquiv.) in dest. 
Wasser  (20  mL)  tropfenweise  zu.  Die  Reaktionsmischung  wurde  für  15  Stunden  bei  RT 
























5‐H),  7.70  (d,  2H,  J  =  7.5,  C
1‐H,  C
















































  berechnet  C: 61.46  H: 5.93  N: 7.17 















und  15.4  mL  Ethanol  (265  mmol,  2.2  Äquiv.)  vorgelegt.  Unter  Eisbad‐Kühlung  wurde 
trockenes HCl‐Gas konstant zugeleitet und über einen Zeitraum von zwölf Stunden wurde 
eine Lösung von 7.93 g Malonsäuredinitril (173) (120 mmol, 1 Äquiv.) in 1,4‐Dioxan (320 mL) 
konstant  zugetropft.  Nach  vollständiger  Zugabe  wurde  für  eine  weitere  Stunde  HCl‐Gas 
unter  Eisbad‐Kühlung  eingeleitet.  Zur  Aufarbeitung  wurde  der  farblose  kristalline 
Niederschlag  über  einen  Büchner‐Trichter  abgesaugt  und  mit  wenig  1,4‐Dioxan  und 
schließlich  mit  Diethylether  gewaschen.  25.5  g  (92  %)  Malondiimidsäure‐diethylester‐
dihydrochlorid  (174)  wurde  als  farbloser  pulverförmiger  Feststoff  gewonnen,  der  im 10. EXPERIMENTELLER TEIL                  1 6 7  

























  berechnet  C: 36.38  H: 6.98  N: 12.12 
  gefunden  C: 36.20  H: 6.96  N: 12.03 
 
















Diethylether  (5  x  50  mL)  ausgeschüttelt.  Die  vereinigten  organischen  Phasen  wurden 
getrocknet (MgSO4) und das Lösungsmittel verdampft. Zur weiteren Aufreinigung erfolgte 
































  berechnet  C: 53.15  H: 8.92  N: 17.71 

















































  berechnet  C: 36.73  H: 6.16  N: 57.11 











2.13  (2)  bis  2.56  (2)  Å,  was  ein  Zeichen  für  die  relative  Schwäche  der  Wasserstoff‐





N‐H…A d (N‐H) d (H…A) d (N…A)  (N‐H‐A)
  [Å] [Å] [Å]  [Winkel]
N(1)‐H(1A)…N(2)  0.88 (2) 2.23 (2) 2.939 (2)  138 (1)
N(3)‐H(3A)…N(5)  0.93 (2) 2.29 (2) 3.154 (2)  153 (2)
N(3)‐H(3A)…N(6)  0.93 (2) 2.52 (2) 3.411 (2)  159 (2)
N(3)‐H(3B)…N(8)  0.88 (2) 2.23 (2) 3.071 (2)  160 (2)
N(6)‐H(6A)…N(5)  0.88 (2) 2.13 (2) 2.880 (2)  143 (2)
N(7)‐H(7A)…N(2)  0.89 (2) 2.50 (2) 3.325 (2)  155 (2)
N(8)‐H(8A)…N(2)  0.89 (2) 2.56 (2) 3.279 (2)  139 (2)
N(8)‐H(8B)…N(4)  0.92 (2) 2.21 (2) 3.097 (2)  161 (2)
N(7)‐H(7B)…Cg(1)  0.85 (2) 2.57 (2) 3.387 (2)  164 (2)
N(4)‐H(4A)…C(5)  0.86 (2) 2.67 (2) 3.514 (2)  167 (2)
 
Tabelle 18: Torsionswinkel [°] der Verbindung 176 
Atome  Torsionswinkel [°] Atome Torsionswinkel [°]
C(4)‐N(5)‐N(6)‐C(6) ‐ 0.75 (15) C(1)‐N(1)‐N(2)‐C(3) 1.08 (14)
N(5)‐N(6)‐C(6)‐N(8)  178.31 (11) N(1)‐N(2)‐C(3)‐N(4) 175.90 (11)
N(5)‐N(6)‐C(6)‐C(5)  1.55 (15) N(1)‐N(2)‐C(3)‐C(2) ‐0.17 (14)
C(4)‐C(5)‐C(6)‐N(6) ‐ 1.64 (14) N(2)‐N(1)‐C(1)‐N(3) ‐177.19 (11)
C(4)‐C(5)‐C(6)‐N(8) ‐ 178.01 (13) N(2)‐N(1)‐C(1)‐C(2) ‐1.57 (14)
N(6)‐N(5)‐C(4)‐N(7) ‐ 177.43 (12) N(1)‐C(1)‐C(2)‐C(3) 1.35 (13)
N(6)‐N(5)‐C(4)‐C(5) ‐ 0.36 (15) N(3)‐C(1)‐C(2)‐C(3) 176.38 (13)
C(6)‐C(5)‐C(4)‐N(5)  1.26 (15) N(2)‐C(3)‐C(2)‐C(1) ‐0.74 (14)
C(6)‐C(5)‐C(4)‐N(7)  178.02 (13) N(4)‐C(3)‐C(2)‐C(1) ‐176.50 (12)
 
Tabelle 19: Bindungswinkel [°] und Bindungslängen [Å] von Verbindung 176 
Atome  Bindungswinkel [°] Atome Bindungslängen [Å]
C(4)‐N(5)‐N(6) 103.51 (9) N(5)‐C(4) 1.3339 (16)
C(6)‐N(6)‐N(5) 112.36 (10) N(5)‐N(6) 1.3892 (15)
C(6)‐N(6)‐H(6A)  132.2 (13) N(6)‐C(6) 1.3418 (16)
N(5)‐N(6)‐H(6A)  115.4 (13) N(6)‐H(6A) 0.88 (2) 
C(6)‐N(8)‐H(8A)  115.2 (13) N(8)‐C(6) 1.3842 (16)172                                                                              10. EXPERIMENTELLER TEIL     
Atome  Bindungswinkel [°] Atome Bindungslängen [Å] 
C(6)‐N(8)‐H(8B)  114.2 (13)  N(8)‐H(8A) 0.89 (2) 
H(8A)‐N(8)‐H(8B)  112.6 (19)  N(8)‐H(8B) 0.91 (2) 
C(6)‐C(5)‐C(4)  104.34 (10) C(5)‐C(6) 1.3897 (17) 
C(6)‐C(5)‐H(5A)  127.8 (11)  C(5)‐C(4) 1.4109 (17) 
C(4)‐C(5)‐H(5A)  127.6 (11)  C(5)‐H(5A) 0.967 (19) 
N(6)‐C(6)‐N(8)  122.02 (11) C(4)‐N(7) 1.3911 (16) 
N(6)‐C(6)‐C(5)  107.24 (10) N(7)‐H(7A) 0.89 (2) 
N(8)‐C(6)‐C(5)  130.64 (11) N(7)‐H(7B) 0.85 (2) 
N(5)‐C(4)‐N(7)  119.38 (11) N(4)‐C(3) 1.4015 (17) 
N(5)‐C(4)‐C(5)  112.52 (11) N(4)‐H(4A) 0.86 (2) 
N(7)‐C(4)‐C(5)  128.02 (11) N(4)‐H(4B) 0.86 (2) 
C(4)‐N(7)‐H(7A)  115.0 (13)  N(3)‐C(1) 1.3765 (16) 
C(4)‐N(7)‐H(7B)  114.7 (13)  N(3)‐H(3A) 0.93 (2) 
H(7A)‐N(7)‐H(7B)  117.7 (19)  N(3)‐H(3B) 0.88 (2) 
C(3)‐N(4)‐H(4A)  114.2 (12)  N(1)‐C(1) 1.3545 (17) 
C(3)‐N(4)‐H(4B)  115.4 (15)  N(1)‐N(2) 1.3940 (15) 
H(4A)‐N(4)‐H(4B)  110.7 (19)  N(1)‐H(1A) 0.876 (19) 
C(1)‐N(3)‐H(3A)  115.9 (12)  N(2)‐C(3) 1.3292 (18) 
C(1)‐N(3)‐H(3B)  111.5 (12)  C(3)‐C(2) 1.4093 (18) 
H(3A)‐N(3)‐H(3B)  115.6 (17)  C(1)‐C(2) 1.3875 (19) 












































































  berechnet  C: 33.04  H: 2.77  N: 29.96 


















































  berechnet  C: 26.78  H: 5.24  N: 41.63 
















tropfenweise  zugegeben.  Die  dunkle  Reaktionslösung  wurde  auf  80  °C  erwärmt  und  bei 
dieser Temperatur für drei Stunden gerührt. Zur Aufarbeitung wurde die Reaktionslösung 























  berechnet  C: 20.36  H: 2.85  N: 31.65 



















das  Lösungsmittel  verdampft  und  die  Reaktionsmischung  mehrmals  säulenchromato‐
graphisch  aufgereinigt  (1.  EtOAc,  2.  EtOAc/n‐Hex  1:1).  Es  konnten  190  mg  (40  %)  3,5‐
Diamino‐4‐brom‐pyrazol‐1‐carbonsäure‐tert‐butylester (178) gewonnen werden.  
























  berechnet  C: 34.67  H: 4.73  N: 20.22 
  gefunden  C: 34.87  H: 4.83  N: 20.36 
 














Kaliumcarbonat  (75  mmol,  1  Äquiv.)  aus  einem  Schlenkkolben  über  ein  Schlenkrohr 
zugegeben. Anschließend wurde die grünliche Suspension für weitere 12 Stunden bei RT 
gerührt. Zur Aufarbeitung wurde die Reaktionsmischung mit DCM (5 x 200 mL) extrahiert. 
Nach  Trocknen  über  MgSO4  wurde  das  Lösungsmittel  abdestilliert  und  anschließend 
säulenchromatographisch (n‐Hex/EtOAc 9:1) aufgereinigt. Dabei wurden 5.9 g einer gelben 
Flüssigkeit  gewonnen.  Zur  weiteren  Aufreinigung  wurde  das  Produkt  einer 









































  berechnet  C: 67.90  H: 5.70  N: 26.40 













4  mol%)  für  30  Minuten  bei  RT  unter  Argon  gerührt.  Anschließend  wurde  die  gelbliche 
Suspension in einem Eisbad gekühlt und portionsweise 8.65 g wasserfreies Kaliumcarbonat 
(62.5  mmol,  1  Äquiv.)  aus  einem  Schlenkkolben  über  ein  Schlenkrohr  zugegeben. 






































  berechnet  C: 76.90  H: 5.16  N: 17.94 
  gefunden  C: 77.09  H: 5.30  N: 18.07 
 















Suspension  für  eine  weitere  Stunde  bei  RT  gerührt.  Zur  Aufarbeitung  wurde  die 
Reaktionsmischung mit DCM (5 x 200 mL) extrahiert. Nach Trocknen über MgSO4 wurde das 
Lösungsmittel abdestilliert und anschließend säulenchromatographisch (DCM) aufgereinigt. 































  berechnet  C: 59.99  H: 5.03  N: 34.98 





























Kristalle  abschieden,  die  abgesaugt,  mit  kaltem  Wasser  gewaschen  und  im  Vakuum 
























  berechnet  C: 39.24  H: 3.57  N: 26.70 





N4  Twist‐Konformation,  wobei  die  Atome  N3  und  N4  um  0.06  bzw.  0.04  Å  in 
entgegengesetzter Richtung von der Ebene von C1, C2 und C3 abweichen. Der Benzolring ist 
planar (durchschnittliche Abweichung von der Ebene: 0.006 Å). Die Winkel zwischen der 
Benzolringebene und der Ebene der drei Nitrogruppen beträgt 12.3, 2.6 bzw. 36.1 Grad. Die 10. EXPERIMENTELLER TEIL                  1 8 5  








N‐H…O  d (N‐H) d (H…O) d (N…O)  (N‐H‐O)
[Å] [Å] [Å] [Winkel]
N(1)‐H(1A)…O(6)  0.91 (3) 2.56 (5) 3.191 (4)  127 (4)
N(1)‐H(1A)…O(7)  0.91 (3) 2.58 (5) 3.190 (4)  124 (4)
N(1)‐H(1B)…O(4)  0.89 (5) 2.26 (5) 3.132 (4)  167 (4)
N(2)‐H(2A)…O(3)  0.80 (3) 2.58 (3) 3.109 (4)  125 (3)
N(2)‐H(2B)…O(1)  0.83 (4) 2.23 (4) 2.938 (4)  144 (3)
N(3)‐H(3A)…O(1)  0.82 (3) 1.94 (3) 2.652 (4)  143 (3)
N(3)‐H(3A)…O(2)  0.82 (3) 2.22 (3) 2.875 (4)  136 (3)
N(4)‐H(4A)…O(6)  1.00 (3) 2.11 (3) 3.098 (4)  167 (3)
N(4)‐H(4A)…O(7)  1.00 (3) 2.35 (3) 3.149 (3)  135 (3)
 
Tabelle 21: Torsionswinkel [°] der Verbindung 274 
Atome  Torsionswinkel [°] Atome Torsionswinkel [°]
O(3)‐N(5)‐C(8)‐O(9)  11.6 (4) C(3)‐N(3)‐N(4)‐C(1) 7.6 (3)
O(2)‐N(5)‐C(8)‐C(9) ‐ 167.5 (3) C(7)‐C(12)‐C(11)‐C(10) 2.4 (4)
O(3)‐N(5)‐C(8)‐C(7) ‐ 167.5 (3) N(7)‐C(12)‐C(11)‐C(10) ‐179.2 (3)
O(2)‐N(5)‐C(8)‐C(7)  13.4 (4) C(8)‐C(9)‐C(10)‐C(11) 0.0 (4)
C(7)‐C(8)‐C(9)‐C(10)  0.8 (4) C(8)‐C(9)‐C(10)‐N(6) ‐178.7 (3)
N(5)‐C(8)‐C(9)‐C(10) ‐ 178.2 (3) C(12)‐C(11)‐C(10)‐C(9) ‐1.5 (4)
C(9)‐C(8)‐C(7)‐O(1) ‐ 176.7 (3) C(12)‐C(11)‐C(10)‐N(6) 177.2 (2)
N(5)‐C(8)‐C(7)‐O(1)  2.3 (4) O(5)‐N(6)‐C(10)‐C(9) ‐179.1 (3)
C(9)‐C(8)‐C(7)‐C(12)  0.0 (4) O(4)‐N(6)‐C(10)‐C(9) 1.1 (4)
N(5)‐C(8)‐C(7)‐C(12)  179.0 (3) O(5)‐N(6)‐C(10)‐C(11) 2.2 (4)
O(1)‐C(7)‐C(12)‐C(11)  175.1 (3) O(4)‐N(6)‐C(10)‐C(11) ‐177.6 (3)
C(8)‐C(7)‐C(12)‐C(11) ‐ 1.6 (4) N(1)‐C(1)‐C(2)‐C(3) ‐177.6 (3)
O(1)‐C(7)‐C(12)‐N(7) ‐ 3.2 (4) N(4)‐C(1)‐C(2)‐C(3) 1.9 (3)
C(8)‐C(7)‐C(12)‐N(7) ‐ 180.0 (2) C(8)‐C(7)‐C(2)‐C(1) 0.7 (2)
N(4)‐N(3)‐C(3)‐N(2)  173.2 (3) N(1)‐C(1)‐C(2)‐C(4) 3.8 (5)186                                                                              10. EXPERIMENTELLER TEIL     
Atome  Torsionswinkel [°] Atome Torsionswinkel [°] 
N(4)‐N(3)‐C(3)‐C(2) ‐ 6.4 (3)  N(4)‐C(1)‐C(2)‐C(4) ‐176.7 (3) 
C(11)‐C(12)‐N(7)‐O(7)  144.8 (3) N(3)‐C(3)‐C(2)‐C(1) 2.8 (4) 
C(7)‐C(12)‐N(7)‐O(7) ‐ 36.7 (4) N(2)‐C(3)‐C(2)‐C(1) ‐176.8 (4) 
C(11)‐C(12)‐N(7)‐O(6) ‐ 35.0 (4) N(3)‐C(3)‐C(2)‐C(4) ‐178.6 (3) 
C(7)‐C(12)‐N(7)‐O(6)  143.4 (3) N(2)‐C(3)‐C(2)‐C(4) 1.8 (6) 
N(1)‐C(1)‐N(4)‐N(3)  173.8 (3) C(1)‐C(2)‐C(4)‐C(5) 155.0 (4) 




Atome  Bindungswinkel [°] Atome Bindungslängen [Å] 
O(3)‐N(5)‐O(2)  122.1 (3)  N(5)‐O(3) 1.223 (3) 
O(3)‐N(5)‐C(8)  118.8 (3)  N(5)‐O(2) 1.229 (3) 
O(2)‐N(5)‐C(8)  119.1 (3)  N(5)‐C(8) 1.460 (4) 
C(3)‐N(3)‐N(4)  108.4 (3)  O(1)‐C(7) 1.245 (4) 
C(9)‐C(8)‐C(7)  123.1 (3)  N(3)‐C(3) 1.340 (4) 
C(9)‐C(8)‐N(5)  116.6 (2)  N(3)‐N(4) 1.385 (3) 
C(7)‐C(8)‐N(5)  120.2 (3)  C(8)‐C(9) 1.386 (4) 
C(10)‐C(9)‐C(8)  120.1 (3)  C(8)‐C(7) 1.457 (4) 
O(1)‐C(7)‐C(12)  123.2 (3)  O(5)‐N(6) 1.232 (3) 
O(1)‐C(7)‐C(8)  125.1 (3)  C(9)‐C(10) 1.381 (4) 
C(12)‐C(7)‐C(8)  111.6 (3)  C(7)‐C(12) 1.450 (4) 
C(11)‐C(12)‐C(7)  125.7 (3)  O(4)‐N(6) 1.239 (3) 
C(11)‐C(12)‐N(7)  116.9 (3)  C(12)‐C(11) 1.368 (4) 
C(7)‐C(12)‐N(7)  117.3 (3)  C(12)‐N(7) 1.465 (4) 
N(3)‐C(3)‐N(2)  119.6 (3)  C(3)‐N(2) 1.344 (4) 
N(3)‐C(3)‐C(2)  109.3 (2)  C(3)‐C(2) 1.405 (5) 
N(2)‐C(3)‐C(2)  131.1 (3)  O(6)‐N(7) 1.231 (3) 
O(7)‐N(7)‐O(6)  122.3 (3)  N(7)‐O(7) 1.226 (4) 
O(7)‐N(7)‐C(12)  119.5 (3)  C(1)‐N(1) 1.346 (4) 
O(6)‐N(7)‐C(12)  118.5 (3)  C(1)‐N(4) 1.358 (4) 
N(1)‐C(1)‐N(4)  121.2 (3)  C(1)‐C(2) 1.397 (4) 
N(1)‐C(1)‐C(2)  129.6 (3)  N(6)‐C(10) 1.439 (4) 
N(4)‐C(1)‐C(2)  109.2 (3)  C(11)‐C(10) 1.394 (4) 
C(1)‐N(4)‐N(3)  107.5 (2)  C(2)‐C(4) 1.509 (4) 
O(5)‐N(6)‐O(4)  122.4 (3)  C(4)‐C(5) 1.453 (5) 10. EXPERIMENTELLER TEIL                  1 8 7  

















































analytisch:  Reprosil  AQ,  125x4.6,  0.1  %  TFA/MeCN  90:10,  0.8 
mL/min, tR = 4.81 min 
  präparativ:  Reprosil  AQ  250x20,  0.1  %  TFA/MeCN  90:10,  7 
mL/min, tR = 13.4 min 
 


















  berechnet  C: 38.10  H: 4.40  N: 22.22 
































































  berechnet  C: 46.05  H: 3.62  N: 23.49 






























gelöst  und  auf  eine  Säule  mit  Dowex
®  1X8  200‐400  MESH  Cl  (MeOH)  gegeben.  Nach 
Entfernung  des  Lösungsmittels  erhielt  man  das  Hydrochlorid  von  3,5‐Diamino‐4‐
benzylpyrazol  (277).  Zur  weiteren  Aufreinigung  wurde  das  Hydrochlorid  in  EtOH 





























  berechnet  C: 53.45  H: 5.83  N: 24.94 





















mmol, 1 Äquiv.) über eine Spritze tropfenweise unter Argon zugegeben. Die Reaktionslösung 10. EXPERIMENTELLER TEIL                  1 9 3  
wurde  für  weitere  fünf  Stunden  unter  Rückfluss  erhitzt.  Zur  Aufreinigung  wurde  das 
Lösungsmittel verdampft und das schwarze Öl wurde säulenchromatographisch aufgereinigt 
(EtOAc/EtOH/H2O/AcOH  15:5:4:1).  Es  konnten  322  mg  (2.87  mmol)  eines  braunen  Öls 
gewonnen werden, das in wenig MeOH gelöst und mit einer Lösung von 1.10 g Pikrinsäure 
(660  mg,  2.87  mmol,  ~40  %  Wasser  angefeuchteten  Suspension)  in  wenig  MeOH 
tropfenweise  versetzt  wurde.  Nach  der  Zugabe  von  einigen  Tropfen  Wasser  kam  es  zur 
Trübung der Lösung, woraus sich über Nacht bei 4 °C gelbe Kristalle von 3,5‐Diamino‐4‐
methylpyrazol  (278)  abschieden,  die  abgesaugt,  mit  kaltem  Wasser  gewaschen  und  im 


























 194                                                                              10. EXPERIMENTELLER TEIL     
Elementaranalyse:  C10H11N7O7 (341.24) 
  berechnet  C: 35.20  H: 3.25  N: 28.73 



























































  berechnet  C: 32.33  H: 6.10  N: 37.70 





















3.00  g  2‐Methyl‐6‐nitro‐anilin  (191)  (19,7  mmol,  1  Äquiv.)  wurden  in  150  mL 
Essigsäureanhydrid gelöst und auf 0 °C gekühlt. Daraufhin wurde unter Rühren eine Lösung 
aus  1.38  g  NaNO2  (20  mmol,  1,02  Äquiv.)  in  so  wenig  Wasser  wie  möglich  auf  einmal 
zugegeben. Es wurde für weitere 15 Minuten bei 0 °C gerührt. Anschließend wurde das 
Rühren eingestellt und die Mischung über Nacht (12 Stunden) bei RT stehen gelassen. Zur 
Aufarbeitung  wurde  der  Ansatz  im  Vakuum  auf  ein  Drittel  seines  Ausgangsvolumens 
eingeengt. Daraufhin wurde das vierfache Volumen heißen Wassers hinzugefügt und die 
Mischung wurde rasch filtriert. Das rote Filtrat wurde bei 4 °C aufbewahrt und der gelb‐
orange  Feststoff  wurde  abgesaugt  und  an  der  Luft  getrocknet.  Anschließend  wurde  der 
Feststoff aus EtOH umkristallisiert, abgesaugt und mit wenig kaltem EtOH gewaschen und 
säulenchromatographisch aufgereinigt (n‐Hex/EtOAc 9:1). 7‐Nitro‐indazol (192) konnte als 


































  berechnet  C: 51.54  H: 3.09  N: 25.76 
  gefunden  C: 51.44  H: 3.27  N: 25.60 
  
 























Dünnschichtchromatographie  (DCM/EtOAc  3:1)  nach  30  Minuten  ergab  eine  vollständige 
Umsetzung des Edukts, so dass das Reaktionsgemisch über Celite abgesaugt und mit MeOH 
nachgewaschen  wurde.  Nach  Adsorption  des  Rohprodukts  auf  Kieselgel  wurde  7‐Amino‐




























  berechnet  C: 63.14  H: 5.30  N: 31.56 


























































  berechnet  C: 48.74  H: 3.58  N: 7.10 
  gefunden  C: 48.49  H: 3.57  N: 6.92 
  
 
















11,44  g  2‐Methoxy‐3‐nitro‐benzoesäure  (186)  (58  mmol,  1  Äquiv.)  wurden  mit  18  g  (87 
mmol, 1,5 Äquiv.) PCl5 bei 80 °C zusammengeschmolzen. Nach dem Abkühlen wurden 300 
mL einer mit NH3 gesättigten DCM‐Lösung zugegeben. Dabei fiel ein gelblicher Feststoff aus. 
Die  Suspension  wurde  mit  Wasser  (2  x  100  mL)  gewaschen  und  die  wässrigen  Phase 
verworfen.  Die  organische  Phase  wurde  getrocknet  (MgSO4)  und  das  Lösungsmittel  im 
Vakuum entfernt. Der entstandene hellgelbe Feststoff wurde umkristallisiert (MeOH/H2O). 
Die  gewonnenen  farblosen  Kristalle  wurden  zur  weiteren  Aufarbeitung 

































  berechnet  C: 48.98  H: 4.11  N: 14.28 



















In  einem  500  mL  Rundkolben  wurden  6.86  g  2‐Methoxy‐3‐nitro‐benzamid  (187)  (34.97 
mmol, 1 Äquiv.) in 41 mL abs. Pyridin (0.5 mol, 14 Äquiv.) gelöst und mit 4,1 mL POCl3 (44.66 
mmol,  1.3  Äquiv.)  versetzt.  Das  Gemisch  wurde  für  eine  Stunde  im  Eisbad  unter  Argon 
gerührt.  Zur  erhaltenen  lila  Lösung  wurden  ca.  300  mL  dest.  Wasser  zugegeben,  bis  ein 
Feststoff  ausfiel.  Dieser  wurde  abgesaugt  und  in  Methanol  umkristallisiert.  Die 
resultierenden  farblosen  Kristalle  wurden  zur  weiteren  Aufarbeitung  einer 
säulenchromatographischen Aufreinigung (n‐Hex/EtOAc 5:1) unterzogen. Nach Trockenen im 
































  berechnet  C: 53.94  H: 3.39  N: 15.73 
  gefunden  C: 53.90  H: 3.46  N: 15.73 
  
 



























































  berechnet  C: 47.19  H: 3.39  N: 31.45 























5  mL  abs.  MeOH  gelöst  und  unter  Argon  270  mg  (33  Massen‐%)  Pd/C  zugegeben.  Die 
Reaktionsmischung wurde bei 40 °C unter Wasserstoff (1 bar) gerührt. Nach 12 Stunden 
wurde  durch  Analyse  mittels  Dünnschichtchromatographie  (DCM/EtOAc  3:1)  eine 
vollständige Umsetzung von 189 festgestellt. Zur Aufreinigung wurde das Reaktionsgemisch 
über  Celite  abgesaugt,  mit  MeOH  gewaschen,  auf  Kieselgel  adsorbiert  und 





































  berechnet  C: 56.74  H: 5.44  N: 37.81 
  gefunden  C: 56.90  H: 5.54  N: 37.96 
  
 


























Niederschlag  wurde  mit  wenig  kaltem  Wasser  gewaschen  und  im  Ölpumpenvakuum 



























  berechnet  C: 38.03  H: 4.56  N: 25.34 



















die  Reaktionslösung  für  eine  Stunde  zum  Rückfluss  erhitzt.  Zur  Aufarbeitung  wurde  der 
Reaktionsansatz auf RT abgekühlt und mit 122.4 mL 6 N Natronlauge (0.734 mol, 1 Äquiv.) 
























  berechnet  C: 24.52  H: 2.06  N: 19.06 
  gefunden  C: 24.65  H: 2.14  N: 19.22 
  
 





N NH N N
Br Br




Kaliumhydroxid  (207  mmol,  1.5  Äquiv.)  und  4.36  g  Tetraethylammoniumbromid  (TEAB) 
































  berechnet  C: 29.84  H: 3.13  N: 17.40 

















Nach  entfernen  des  Eisbades  erhitzte  man  das  Reaktionsgemisch  für  zwei  Stunden  zum 
Rückfluss. Zur Aufarbeitung wurde die rote Reaktionsmischung auf RT abgekühlt und auf 400 
mL Eiswasser gegossen. Der entstandene weiße Niederschlag wurde abgesaugt, mit wenig 
Wasser  gewaschen  und  im  Ölpumpenvakuum  getrocknet.  Es  konnten  4.71  g  (65  %) 
Dinitropyrazol 207 als weißer Feststoff gewonnen werden. 






















  berechnet  C: 19.14  H: 1.20  N: 22.32 
  gefunden  C: 18.91  H: 1.46  N: 22.04 
  
 

















durch  Säulenchromatographie  (EtOAc)  aufgereinigt  werden.  Dabei  wurde  N‐(2‐

























  berechnet  C: 63.98  H: 6.71  N: 18.65 


















Wasserstoff  (1  bar)  wurde  bei  RT  für  vier  Stunden  weitergerührt.  Anschließende  DC‐
Kontrolle (EtOAc) zeigte eine vollständige Umsetzung des Acetanilid 216, woraufhin 6.19 mL 
Formaldehyd‐Lsg  37  %  (2.5  g,  83.2  mmol,  1  Äquiv.)  tropfenweise  zugegeben  und  die 
Reaktionsmischung für weitere 15 Stunden gerührt wurde. Zur Aufarbeitung wurde über 
Celite



























  berechnet  C: 65.83  H: 7.37  N: 17.06 
  gefunden  C: 66.00  H: 7.36  N: 17.19 
  
 















4.00  g  4‐Bromo‐1‐methyl‐3,5‐dinitro‐1H‐pyrazol  (207)  (15.9  mmol,  1  Äquiv.)  wurden  in 
DMSO (5 mL) gelöst und die Reaktionslösung auf 50‐60 °C erhitzt. Anschließend wurden 5.1 
mL N‐Methylanilin (5.0 g, 48.8 mmol, 3 Äquiv.) tropfenweise zugegeben und auf 100 °C 























  berechnet  C: 47.66  H: 4.00  N: 25.26 
























Lösungsmittel  verdampft.  Die  Aufreinigung  des  Rückstands  erfolgte 
säulenchromatographisch  (EtOAc/MeOH  9:1).  Nach  anschließendem  Trocknen  im 
Ölpumpenvakuum konnte ein Schaum gewonnen werden. Zur Analysenreinheit wurde eine 


























  berechnet  C: 45.74  H: 4.06  N: 25.10 
  gefunden  C: 45.73  H: 4.25  N: 25.31 
  
 




















heiß  abfiltriert.  Die  durch  Kühlung  ausgefallenen  Kristalle  konnten  durch  Filtration  und 

















  163.88,  152.49,  150.53,  132.68,  132.60,  130.85,  129.42,  124.35, 









  berechnet  C: 60.55  H: 4.62  N: 12.84 




























weißer  Niederschlag  aus,  der  abfiltiert  und  mit  wenig  Wasser  gewaschen  wurde.  Nach 



























  berechnet  C: 59.99  H: 5.49  N: 12.72 
  gefunden  C: 60.17  H: 5.52  N: 12.80 
  
 
























versetzt  und  für  15  Stunden  bei  100  °C  gerührt.  Zur  Aufarbeitung  wurde  das 
Reaktionsgemisch über Celite
® abfiltriert und das Lösungsmittel verdampft. Das Rohprodukt 










Stunden  bei  RT  unter  Wasserstoff  (1  bar)  gerührt.  Zur  Aufarbeitung  wurde  der 
Reaktionsansatz über Celite
® abfiltriert und das Lösungsmittel verdampft. Das Rohprodukt 




























  berechnet  C: 61.53  H: 6.02  N: 11.96 
  gefunden  C: 61.73  H: 6.16  N: 11.88 
  
 





















Äquiv.)  versetzt  und  für  24  Stunden  bei  RT  gerührt.  Zur  Aufarbeitung  wurde  der 
Reaktionslösung  20  mL  DCM  zugegeben  und  mit  gesättigter  NaHCO3‐Lsg.  (1  x  10  mL) 
gewaschen. Die organische Phase wurde getrocknet (MgSO4), auf Kieselgel adsorbiert und 















  167.24,  155.39,  136.77,  131.45,  125.73,  124.50,  118.00,  110.64, 
61.90, 60.87, 60.35, 35.53, 13.92, 13.84 







  berechnet  C: 64.10  H: 6.92  N: 10.68 
























Stunden  auf  120  °C  und  50  bar  eingestellt.  Anschließend  wurde  bei  RT  das  Ammoniak 
verdampft, das Rohprodukt mit MeOH (200 mL) aufgenommen, auf Kieselgel adsorbiert und 
säulenchromatographisch  (EtOAc/n‐Hex  9:1 →  EtOAc →  EtOAc/MeOH  9:1)  aufgereinigt. 


























  berechnet  C: 58.53  H: 5.40  N: 20.48 
  gefunden  C: 58.73  H: 5.55  N: 20.28 
  
 



















auf  Eiswasser  (100  mL)  gegeben  und  mit  EtOAc  (3  x  50  mL)  extrahiert.  Die  vereinigten 
organischen  Phasen  wurden  getrocknet  (MgSO4),  auf  Kieselgel  adsorbiert  und 














  158.67,  132.72,  126.35,  123.95,  120.85,  115.58,  114.19,  113.48, 
54.59, 35.31 
 








  berechnet  C: 64.16  H: 4.85  N: 22.45 



















Äquiv.)  versetzt  und  für  20  Stunden  bei  RT  gerührt.  Zur  Aufarbeitung  wurde  der 
Reaktionslösung  10  mL  DCM  zugegeben  und  mit  gesättigter  NaHCO3‐Lsg.  (1  x  5  mL) 
gewaschen. Die organische Phase wurde getrocknet (MgSO4), auf Kieselgel adsorbiert und 























  berechnet  C: 66.47  H: 6.21  N: 18.75 


















mmol,  2.5  Äquiv.)  in  abs.  DMF  (150  mL)  unter  Argon  und  bei  RT  70  mL 
Brommalonsäurediethylester (50 g, 209 mmol, 1 Äquiv.) zugetropft und anschließend für 
weitere 15 Minuten bei RT gerührt. Nach der Zugabe von 29.08 g 2‐Nitrophenol 214 (209 





























  berechnet  C: 52.53  H: 5.09  N: 4.71 
  gefunden  C: 52.53  H: 5.10  N: 4.79 
  
 




















Argon  mit  689  mg  Pd/C  (10  Massen‐%)  versetzt.  Nach  Austausch  des  Argon  gegen 
Wasserstoff (1 bar) wurde die Reaktionsmischung für drei Stunden bei 60 °C gerührt. Zur 
Aufarbeitung  wurde  der  Katalysator  durch  Filtration  über  Celite
®  abgetrennt  und  das 
Volumen  der  Lösung  um  die  Hälfte  aufkonzentriert.  Durch  Kühlung  über  Nacht  fiel  ein 
weißer Feststoff aus, der abfiltriert wurde. Nach Waschen mit wenig kaltem EtOH wurde im 















  165.86,  160.41,  141.94,  126.14,  123.34,  122.73,  116.42,  115.86, 
75.47, 61.59, 13.78 








  berechnet  C: 59.73  H: 5.01  N: 6.33 



















































  berechnet  C: 52.17  H: 4.38  N: 20.28 
  gefunden  C: 52.31  H: 4.44  N: 20.15 
  
 




















Äquiv.)  versetzt  und  für  24  Stunden  bei  RT  gerührt.  Zur  Aufarbeitung  wurde  der 
Reaktionslösung  20  mL  DCM  zugegeben  und  mit  gesättigter  NaHCO3‐Lsg.  (1  x  10  mL) 
gewaschen. Die organische Phase wurde getrocknet (MgSO4), auf Kieselgel adsorbiert und 

















  165.93,  156.63,  143.94,  131.01,  126.03,  125.05,  122.57,  115.59, 








  berechnet  C: 62.64  H: 6.07  N: 5.62 
























g  Lawesson‐Reagenz  (3.6  mmol,  1  Äquiv.)  versetzt  und  24  Stunden  bei  RT  gerührt.  Zur 

























  berechnet  C: 55.68  H: 4.67  N: 5.90 





















































  berechnet  C: 57.35  H: 5.21  N: 5.57 
  gefunden  C: 57.47  H: 5.32  N: 5.66 
  






















mit  MeOH  (200  mL)  aufgenommen.  Die  Lösung  wurde  verdampft  und  das  Rohprodukt 
























  berechnet  C: 56.25  H: 4.20  N: 14.58 























50  mL)  extrahiert.  Die  vereinigten  organischen  Phasen  wurden  getrocknet  (MgSO4),  auf 
Kieselgel  adsorbiert  und  säulenchromatographisch  (n‐Hex/EtOAc  5:1)  aufgereinigt.  Nach 























  berechnet  C: 62.07  H: 3.47  N: 16.09 














  240    241  
 
 
300  mg  des  Lactam  240  (1.72  mmol,  2  Äquiv.)  wurden  in  abs.  THF  (5  mL)  unter 
Argonatmosphäre mit 348 mg Lawesson‐Reagenz (0.86 mmol, 1 Äquiv.) versetzt und zwei 
Stunden  bei  50  °C  gerührt.  Zur  Aufarbeitung  wurde  das  Lösungsmittel  entfernt,  der 240                                                                              10. EXPERIMENTELLER TEIL     























  berechnet  C: 56.83  H: 3.18  N: 14.73 
  gefunden  C: 56.98  H: 3.35  N: 14.65 
  
 




































































  berechnet  C: 43.17  H: 2.66  N: 23.50 




























Rohprodukt  auf  Kieselgel  adsorbiert  und  säulenchromatographisch  aufgearbeitet  (n‐
Hex/EtOAc  10:1).  Es  konnte  5,8‐Dibromchinolin  (248)  (weißes  Pulver)  als  Reinfraktion 













































  berechnet  C: 51.96  H: 2.91  N: 6.73 















































  berechnet  C: 37.67  H: 1.76  N: 4.88 
  gefunden  C: 37.90  H: 1.85  N: 4.72 


















In  einem  ausgeheizten  20  mL  Schlenkkolben  mit  Rückflusskühler  wurden  550  mg  4‐
Chloranilin (4.3 mmol, 1.1 Äquiv.), 815 mg 5‐Bromchinolin (246) (3.9 mmol, 1 Äquiv.), 564 
mg Natrium‐tert‐butylat (5.8 mmol, 1.5 Äquiv.) und Pd(dppf)Cl2 (82 mg, 2.5 mol%) in 5 mL 
absolutem  1,4‐Dioxan  unter  Argon  gelöst  und  unter  Rückfluss  erhitzt.  Analyse  durch 
Dünnschichtchromatographie  nach  15  Stunden  ergab  eine  Umsetzung  des  gesamten  5‐
Bromchinolins (246). Zur Aufarbeitung wurde das Lösungsmittel im Vakuum verdampft und 
das  Rohprodukt  mit  EtOAc  (10  mL)  gelöst  und  mit  gesättigter  NaCl‐Lösung  (10  mL) 
gewaschen. Die organische Phase wurde über MgSO4 getrocknet und mit Kieselgel versetzt. 
Nach  Destillation  des  Lösungsmittels  unter  Vakuum  wurde  säulenchromatographisch  (n‐














vollständige  Umsetzung  des  gesamten  5‐Bromchinolin  (246)  beobachtet  wurden.  Nach 10. EXPERIMENTELLER TEIL                  2 4 7  
weiteren  600  Sekunden  bei  einer  durchschnittlichen  Leistung  von  100  W  ergab  eine 
Dünnschichtchromatographie  die  vollständige  Umsetzung  von  5‐Bromchinolin  (246).  Zur 
Aufarbeitung  wurde  das  Lösungsmittel  im  Vakuum  verdampft  und  das  Rohprodukt  mit 
EtOAc (10 mL) gelöst und mit gesättigter NaCl‐Lösung (10 mL) gewaschen. Die organische 
Phase  wurde  über  MgSO4  getrocknet  und  mit  Kieselgel  versetzt.  Nach  Destillation  des 
Lösungsmittels  unter  Vakuum  wurde  säulenchromatographisch  (n‐Hex/EtOAc  10:1) 





















































  berechnet  C: 70.73  H: 4.35  N: 11.00 




































(10  mL)  gewaschen  und  über  MgSO4  getrocknet.  Vorreinigung  erfolgte  per 
Säulenchromatographie  (n‐Hex/EtOAc  5:1).  Abschließende  Reinigung  der  Mischphasen 
erfolgte über HPLC. (4‐Chloro‐phenyl)‐(2‐methoxy‐ethyl)‐chinolin‐5‐yl‐amin (244) konnte als 








HPLC‐Bedingungen:  analytisch:  Nucleosil  50‐10,  300x4.6,  n‐Hex/1,4‐Dioxan  10:5,  2 
mL/min, tR = 3.6 min 
















































  berechnet  C: 69.12  H: 5.48  N: 8.96 















































  berechnet  C: 37.03  H: 1.33  N: 12.34 



















unter  Argon  gelöst.  Die  Mikrowellenreaktion  wurde  in  einem  Discover  CEM 
Mikrowellenreaktor  durchgeführt.  Dabei  wurde  die  Reaktion  eine  Stunde  bei  einer 
durchschnittlichen  Leistung  von  100  W  durchgeführt.  Anschließend  wurde  eine  Analyse 
durch Dünnschichtchromatographie durchgeführt, die eine vollständige Umsetzung des Nitril 
251  aufzeigte.  Nach  Verdampfen  des  Lösungsmittels  gelang  die  Aufreinigung  des 
Reaktionsgemisches  säulenchromatographisch  (n‐Hex/EtOAc  5:1).  Nach  Trocknen  im 252                                                                              10. EXPERIMENTELLER TEIL     



























  berechnet  C: 65.27  H: 3.79  N: 17.56 
  gefunden  C: 65.29  H: 3.96  N: 17.33 
  
























HCl  (12  M,  75  mmol,  1.5  Äquiv.)  in  15  mL  Wasser  gelöst  und  auf  0  °C  gekühlt.  Nach 
tropfenweiser Zugabe einer Lösung von 6.9 g Natriumnitrit (0.10 mol, 2 Äquiv.) in 15 mL 
Wasser wurde die Reaktionslösung mit 6.34 mL N,N`‐Dimethylanilin (6.05 g, 50 mmol, 1 
Äquiv.)  versetzt.  Die Reaktionslösung  wurde  bei  0  °C  für eine  Stunde  weitergerührt  und 
anschließend  langsam  auf  RT  gebracht.  Durch  die  Zugabe  von  K2CO3  wurde  auf  pH  7 
eingestellt und der rote Niederschlag abfiltriert. Nach gründlichem Waschen mit Wasser und 








































  berechnet  C: 66.90  H: 5.61  N: 15.60 

























wurde  der  Ansatz  mit  2  mL  Wasser  versetzt  und  mit  Et2O  (5  x  5  mL)  extrahiert.  Die 
vereinigten organischen Phasen wurden mit MgSO4 getrocknet und im Ölpumpenvakuum 
eingeengt.  Der  säulenchomatographische  Aufreinigung  (MeOH/EtOAc  9:1)  folgte  eine 
Aufreinigung über HPLC, so dass 21.5 mg (26 %) von 289 gewonnen werden konnten.  10. EXPERIMENTELLER TEIL                  2 5 5  
Ausbeute:  21.5 mg (26 %)  Theorie: 80 mg 
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141  µL  Tris(2‐aminoethyl)amin  (0.943  mmol,  5  Äquiv.)  und  50.8  mg  Dabcyl  (288)  (0.188 
mmol, 1 Äquiv.) wurden in DMF (5 mL) gelöst und mit 87.3 µL DIC (71.1 mg, 0.564 mmol, 3 
Äquiv.) und 76.2 mg HOBt (0.564 mmol, 3 Äquiv.) versetzt. Der Reaktionsansatz wurde für 

















 10. EXPERIMENTELLER TEIL                  2 5 7  
13C‐NMR:  (δ[ppm], 62.9 MHz, DMSO‐d6): 
















wurde.  Anschließend  wurde  das  Harz  zweimal  mit  2  mL  CH2Cl2  für  jeweils  10  min  zum 
Quellen der Harzkügelchen behandelt. Das Umstellen des Lösungsmittels auf NMP erfolgte 











die  Fmoc‐Schutzgruppe,  wie  oben  erwähnt  abgespalten,  das  Harz  fünfmal  mit  NMP 
gewaschen  und  die  nächste  Fmoc‐Aminosäure  an  die  feste  Phase  gekuppelt.  Nach 






Waschlösung  wird  ebenfalls  auf  den  vorgekühlten  Ether  gegeben.  Zur  vollständigen 
Peptidfällung  wurde  der  Ansatz  bei ‐ 18  °C  stehengelassen.  Der  Niederschlag  wurde 
abzentrifugiert  (1800  G)  und  der  überstehende  Ether  abdekantiert.  Das  Tripeptid  wurde 
weitere fünfmal mit Ether behandelt (Ultraschallbad) und abzentrifugiert. Nach vorsichtigem 
entfernen  von  restlichem  Ether  im  leichtem  Vakuum  wurde  der  Niederschlag  mit  DEPC 
behandeltem  Wasser  (1.5  mL)  aufgenommen.  10  µL  der  Lösung  wurden  zur 
massenspektrometrischen  Untersuchung  zurückgehalten  und  der  Rest  mittels  SpeedVac 
eingeengt, um flüchtige Verunreinigungen zu entfernen. Nach anschließender unerlässlicher 
Aufreinigung über HPLC und Trocknen durch Lyophilisieren wird das TFA‐Salz des Peptides 
wieder  in  DEPC  behandeltem  Wasser  aufgenommen  und  einer  abschließenden  massen‐
spektroskopischen Analyse unterzogen. Die Konzentrationsbestimmung des Tripeptides vor 









































































































































































MS  (ESI)  m/z  (%)  =  504.89  (51.53)  [M+2H]















































































































MS  (ESI)  m/z  (%)  =  433.33  (100)  [M+2H]















MS  (ESI)  m/z  (%)  =  433.33  (100)  [M+2H]























































































+,  300.8  (11.66)  [M+TFA+2H]
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Der  FRET  (Fluorescence  Resonance  Energy  Transfer)‐Assay  wurde  in  schwarzen  96  Well 
Mikrotiterplatten (Corning 6860 und nicht‐bindende Oberfläche) durchgeführt. Die Messung 
erfolgt in einem TK‐Puffer (50 mM Tris‐HCl, 20 mM KCl, 0.01 % Triton‐X100) bei pH 7.4 oder 
6.0  und  einem  Gesamtvolumen  pro  Well  von  100  µL.  Das  an  beiden  Enden 
Farbstoffmarkierte  Tat‐Protein  (FtatRhd)  (Fluorescein‐AAARKKRRQRRRAAAC‐
Tetramethylrhodamin) (Thermo Electron Corporation, Ulm) und die jeweilige Mutante der 
TAR‐RNA (HIV‐1 und HIV‐2) (Biospring, Frankfurt am Main) (Abbildung 41 und Abbildung 42) 
wurden  mit  einer  Konzentration  von  10  nM  vorgelegt.  Die  Bestimmung  der  Fluoreszenz 
erfolgte  bei  37  °C  (Tecan  safire²; λ ex  =  489  nm, λ em  =  590  nm).  Zuerst  wurden  die 
Fluoreszenzen von reinem Tat49‐57‐Peptid und des Tat/TAR‐Komplexes bestimmt. Aus den 
Werten  war  es  möglich  den  Verstärkungsfaktor,  der  zwischen  2.5  (Minimum)  und  2.7 
(Maximum)  lag  und  die  jeweiligen  Endpunkte  der  Titration  zu  bestimmen.  Weitere 
Fluoreszenzbestimmungen  wurden  bei  unterschiedlichen  Konzentrationen  einer  zu 
untersuchenden  Substanz  vorgenommen.  Aus  den  resultierenden  Daten  wurde  in  einer 








RNA  und  HPLC  gereinigte  Alexa  Fluor  488  markierte  11mer  Tat‐Protein  eingesetzt.  Die 
Bindungsexperimente  wurden  in  einem  Volumen  von  30  µL  auf  einem  mit  Deckglas 
abgedeckten Objektträger durchgeführt. Dabei wurde ein Reakionspuffer, der 75 mM Tris‐
HCl, 5 mM MgCl2 und 0.5 mg/mL BSA (pH 7.0) verwendet. Für die Titrationsexperimente 
wurde die Konzentration von Tat bei 25 nM festgelegt und die Konzentration der TAR‐RNA 11. METHODEN ZUR BIOPHYSIKALISCHEN UND BIOLOGISCHEN CHARAKTERISIERUNG           269 
wurde  variiert  von  0  zu  70  nM.  Für  die  Bestimmung  des  IC50‐Wertes  wurden  die 




den  zwei  Lasern  (Ar  und  NeHe)  erzeugten  zwei  Fluoreszenzemissionen  über  zwei 
Photodetektoren  separat  detektiert  werden.  Die  beiden  Laserstrahlen  werden  zu  einem 
Strahl  zusammengebracht  und  so  auf  die  zu  untersuchende  Probe  geleitet.  Im  dualen 
Emissionsmodus, der für zweifarbige Messungen charakteristisch ist, ist die zeitaufgelöste 
Fluoreszenz von zwei Fluorophoren enthalten, die anschließend gefiltert und separat von 
Photodioden  detektiert  und  analysiert  werden.  Wenn  die  Konzentration  der  Probe  im 
nanomolaren Bereich liegt, dann ist annähernd ein Partikel im Focus der Laser, was eine 
Untersuchung  eines  einzelnen  Moleküls  möglich  macht.  Wenn  zwei  unterschiedlich 
markierte  Moleküle  einen  Komplex  bilden,  dann  enthält  die  Funktion  der  Fluoreszenz‐
Kreuzkorrelation  der  zwei  Emissionen  Informationen  über  die  Bewegung  des 
doppelmarkierten Komplexes. Durch die Kreuzkorrelationsanalyse ist es möglich die Anzahl 










TAR‐RNA‐Mutanten  (Abbildung  38,  Abbildung  39  und  Abbildung  40)  wurden  in  der 
Mikrotiterplatte  vorgelegt.  Deren  Fluoreszenz  wurde  zuerst  bei  37  °C  einzeln  bestimmt 
(Tecan safire²; λex = 483 nm, λem = 525 nm). Anschließend erfolgte die Titration von Dabcyl‐
markiertem Peptid in unterschiedlichen Konzentrationen. Die Titrationskurve wurde bis zur 
Konstanz  der  Daten  bestimmt.  Durch  Vergleich  der  gewonnenen  Daten  mit  einer 
theoretischen Kurve ist die Verifikation eines 1:1 Komplexes möglich.  








Zellen,  die  mit  den  für  eine  HIV‐Infektion  benötigten  Rezeptoren  CD4,  CCR5  und  CXCR4 
ausgestattet sind. Das Gen für die β‐Galactosidase befindet sich unter der Kontrolle des 
Promoters  der  LTR  von  HIV‐1  (Abbildung  20).  In  einer  96  Well  Mikrotiterplatte  (100 μ L 
Medium) wurden die Zellen (1.2×10
4/Well) über Nacht bei 37 °C exprimiert. Nach einem 
Waschschritt  wurden  die  Zellen  mit  HIV‐1  Lai  (30 μ L)  infiziert  und  mit  verschiedenen 




















die  Testsubstanz  in  verschiedenen  Konzentrationen  enthält,  und  für  48  h  inkubiert.  Zur 
Aufarbeitung wurden die Zellen gewaschen und mit Hilfe des Vialight Plus Kits lysiert. Die 
Menge des dadurch extrahierten ATP kann durch Zugabe eines „ATP‐Beobachtungsreagenz“ 11. METHODEN ZUR BIOPHYSIKALISCHEN UND BIOLOGISCHEN CHARAKTERISIERUNG           271 















Nicht  infizierte  Zellen  dienten  zur  Überprüfung  von  cytotoxischen  Eigenschaften  der  zu 
untersuchenden  Verbindungen.  Insgesamt  erfolgte  die  Untersuchung  der  MT‐4‐
Zellkulturexperimente in zwei Serien in jeweils dreifacher Ausführung. Eine Serie bestand 
aus der automatischen Zugabe (Biomek 3000 robot, Beckman Instruments, Fullerton, CA, 
































mM  KOAc,  13  mM  Mg(OAc)2,  100  mM  HEPES‐KOH  (pH  8.0),  0.7  mM  EDTA,  0.2  mM 
Folinsäure, 2 mM DTT, 2 % Polyethylenglycol 8000, 1.2 mM ATP und 0.8 mM der NTPs, 20 




Polymerase  (GE Healthcare  Europe  GmbH,  München)  und  eine  vollständige  Aminosäure‐
Mischung (Endkonzentration 0.75‐1.0 mM). 40‐60 ng/μL des Plasmides pIVEX2.3‐GFP und 30 
% E. coli A19 S30 wurden in MilliQTM‐Wasser (Millipore Corp.) gelöst zugegeben. Die so 
zusammengesetzte  Reaktionsmischung  wurde  anschließend  mit  verschiedenen 
Konzentrationen der Testsubstanz versetzt und für fünf Stunden bei 30 °C inkubiert. Die 
Menge des entstandenen GFP wurde mittels Fluozenzspektrometer (Hitachi F‐4500, λ ex = 
395  nm, λ em  =  509  nm)  bestimmt.  Störend  für  den  Assay  sind  Testsubstanzen  mit 
























Krankenhaushygiene,  Universitätsklinikum  Frankfurt  am  Main)  durchgeführt.  Die 
Bestimmung  der  Testsubstanzen  wurde  mit  folgenden  Kontrollstämmen  durchgeführt: 
Staphylococcus  aureus  (ATCC  29213),  Escherichia  coli  (ATCC  25922)  und  Enterococcus 
faecalis  (ATCC  29212),  multiresistente  Enterococcus  faecalis  (VRE)  und  multiresistente 
Staphylococcus aureus (MRSA). Die Aktivitätsbestimmung der pathogenen Mikroorganismen 
ist  im  Prinzip  vergleichbar  mit  dem  Verfahren  für  den  Modellkeim  B.  subtilis.  Das 
Kulturmedium (Mueller‐Hinton‐Medium) wurde durch Verdünnung mit NaCl [0.9 % (w/v)] 
auf  10
7  KBE/mL  standardisiert.  Die  Wells  wurden  mit  Nährmedium  (100 μ L)  und 
unterschiedlichen  Konzentrationen  an  Testsubstanz  (100 μ L)  ausgestattet.  Anschließend 
wurde jedes Well mit 5 μL Bakteriensuspension versetzt, so dass etwa 5×10
4 KBE/Well als 
Startzellzahl  erhalten  wurde.  Als  Negativkontrolle  wurde  ein  Well  ohne  Testsubstanz 
inkubiert. Die Inkubation erfolgte bei 37 °C über Nacht. Die Konzentration, bei der visuell 274                                  11. METHODEN ZUR BIOPHYSIKALISCHEN UND BIOLOGISCHEN CHARAKTERISIERUNG   
kein Zellwachstum mehr feststellbar war, wurde als minimale Hemmkonzentration (MIC) 
definiert.  
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